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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Chojnackiej
pt.: ,,Ocena potencjatu chemoprewencyjnego ekstraktéw fenolowych z lisci pigwowca
japonskiego”

Nowotwory stanowig jeden z gtéwnych probleméw zdrowia publicznego
wspotczesnego spoteczerstwa na calym $wiecie. Zgodnie ze statystykami WHO stanowig
druga pod kagtem czestosci przyczyne zgondéw. Rak jelita grubego jest trzecim najczesciegj
diagnozowanym nowotworem zaréwno u kobiet jak i u mezezyzn. Czynnikéw rozwoju raka
jelita grubego jest wiele. Do najbardziej istotnych zalicza sie predyspozycije genetyczne oraz
czynniki Srodowiskowe takie jak niska aktywno$¢ fizyczna, nadwaga, otytosc,
niezbalansowana dieta, nadmierne spozycie alkoholu czy palenie tytoniu. Czes$¢ z
czynnikéw ryzyka jest bezposrednio zwigzana z wywotywaniem przewlekiego stanu
zapalnego w jelitach. Wazny dla ryzyka rozwoju raka jelita grubego jest takze stan
mikrobioty jelitowej u pacjenta. Wykazano, ze czeste lub przewlekte stosowanie
antybiotykow wiaze sie zaréwno z powstawaniem przewlektego stanu zapalnego jak i moze
prowadzi¢ do dysbiozy mikrobiomu jelitowego przez co wzrasta prawdopodobienstwo
powstawania procesu nowotworzenia w jelitach.

Chemoprewencja definiowana jako zastosowanie substancji pochodzenia
naturalnego lub syntetycznego w celu zapobiegania Ilub spowolnienia procesu
nowotworzenia stanowi obecnie wazng strategie bedaca alternatywa dla klasycznej terapii,
ktora jest zwykle duzo bardziej obcigzajac dla pacjentéw. Jedng z kluczowych metod
chemoprewencyjnych jest stosowanie diety bogatej w zwigzki pochodzenia naturalnego o
udokumentowanym dziataniu przeciwnowotworowym i niskiej toksycznosci. Role
chemoprewencyjng poza skfadnikami zywnosci maja takze roslinne surowce lecznicze.
Badania nad chemoprewencyjnymi wiasciwosciami zwigzkéw pochodzenia naturalnego
stanowig preznie rozwijajaca sie gatgz nauki. W wielu przypadkach pomimo
obserwowanego dziatania prewencyjnego w stosunku do zapadalnosci na réznego rodzaju
nowotwory dla wielu sktadnikéw pochodzenia roslinnego doktadny mechanizm ich dziatania

nadal nie jest wyjasniony.

ul. Banacha 1, 02-097 Warszawa 1
tel. 22 57 20 953, kom.: 605 051 200

e-mail: sgranica@wum.edu.pl

www.wum.edu.pl



g0 WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
K MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW

Katedra Farmakognoz;ji s it
{ Moleku]amych Podstaw Fitotcrapii MICROLAB

‘ ; : : ; BlolA
Srodowiskowe Laboratorium Microbiota Lab

W ramach swojej rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyna Chojnacka postanowita
blizej przyjrzeé sie wiasciwosciom przeciwzapalnym oraz przeciwnowotworowym
ekstraktéw bogatych w polifenole uzyskanych z lisci pigwowca japonskiego (Chaenomeles
Jjaponica).

Pigwowiec japonski jest rosling pochodzacg z Japonii, powszechnie uprawiang w
Chinach i krajach nadbattyckich (m. in. w Polsce) jako roslina ozdobna. Owoce pigwowca s3
stosowane jako zywotnoéé. Z rosliny tej przygotowuje si¢ m.in. soki i konfitury. W literaturze
mozna znalez¢ liczne badania dokumentujgce, ze owoce pigwowca sie bogatym zrédtem
polifenoli oraz witamin. Wyciagi z owocéw posiadajg wiele udokumentowanych dziatan
biologicznych. Zz drugiej strony liscie pigwowca wykorzystane jako materiat przez
Doktorantke sg réwniez uznawane za dobre zZrédto zwigzkow pochodzenia naturalnego o
aktywnosci przeciwutleniajgcej. W literaturze brakuje natomiast szczegdtowych badan
dotyczacych tego surowca zarowno od strony skfadu chemicznego jak i potencjatu
przeciwzapalnego i przeciwnowotworowego.

Przedtozona rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie zbioru publikaciji
poswieconych badaniom sktadu oraz aktywnosci biologicznych ekstraktow przygotowanych
z lisci pigwowca japonriskiego. W sktad cyklu wchodzg takze trzy prace poglgdowe
dotyczace aktywnosci biologicznych wyciggéw bogatych w polifenole. Dodatkowo
przediozone publikacje $g opatrzone wstepem teoretycznym, opisem celu pracy oraz
podsumowaniem uzyskanych wynikéw badan.

W skfad pracy wchodzg nastepujace oryginalne i przegladowe publikacje naukowe

opublikowane w renomowanych czasopismach z listy JCR:

1. Katarzyna Chojnacka, Dorota Sosnowska, Dominika Polka, Katarzyna Owczarek, Krystyna Gorlach-Lira, Bruno Oliveira de
Verasa, Urszula Lewandowska. Comparison of phenolic compounds, antioxidant and cytotoxic activity of extracts prepared
from Japanese quince (Chaenomeles japonica L.) leaves. Journal of Physiology and Pharmacology.2020; 71 (2):213-222.DOI:
10.26402/jpp.2020.2.05

IF = 3,011; MEIN = 100

2. Katarzyna Chojnacka, Katarzyna Owczarek, Mitosz Caban, Dorota Sosnowska, Dominika Polka, Maria Koziotkiewicz,
Jakub Fichna, Urszula Lewandowska. Japanese quince (Chaenomeles japonica) leaf phenol extract as modulator of the
inflammatory response in lipopolysaccharide—triggered murine macrophage RAW264.7 cells. Journal of Physiology and
Pharmacology. 2020, 71 (6): 833- 843.D0I1:10.26402/jpp.2020.6.07

IF =3,011; MEIN = 100

3. Katarzyna Chojnacka, Katarzyna Owczarek, Mitosz Caban, Dorota Sosnowska, Dominika Kajszczak, Urszula

Lewandowska. Chemopreventive effects of Japanese quince (Chaenomeles japonica L.) phenol leaf extract on colon cancer
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cells through the modulation of ERK/AKT signaling pathway. Journal of Physiology and Pharmacology. 2022: 73 (1): DOI:
10.26402/jpp.2022.1.04
IF =3,011; MEiN = 100
4. Katarzyna Chojnacka, Urszula Lewandowska. The influence of polyphenol-rich extracts on production of pro-inflammatory

mediators in macrophages. Journal of Physiology and Pharmacology. 2021; 72 (2):167-176. DOI: 10.26402/jpp.2021.2.02 IF =
3,011; MEiN = 100
5. Katarzyna Chojnacka, Urszula Lewandowska. Inhibition of Pro-Inflammatory Cytokine Secretion by Polyphenol-Rich

Extracts in Macrophages via NF-kB Pathway. Food Reviews International. 2022; 1-20. DO 10.1080/87559129.2022.2071936
IF = 6,478; MEIN = 100

6. Katarzyna Chojnacka, Urszula Lewandowska. Chemopreventive effects of polyphenol-rich extracts against cancer
invasiveness and metastasis by inhibition of type IV collagenases expression and activity. Journal of Functional Foods. 2018;
46: 295-311. DOI: 10.1016/.jff.2018.05.001

IF = 4.451; MEIN = 100

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania przediozonych prac to 16.495 co
odpowiada 600 pkt MEiN. Kazda z prac zostata opatrzona stosownym opisem wktadu
Doktorantki oraz oswiadczeniami wspdtautordw. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze we
wszystkich zataczonych publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem a jej wkiad w
powstanie kazdej z nich byt wiodagcy. Pod tym wzgledem przediozona rozprawa spetnia
wszystkie formalne i Zwyczajowe wymagania stawiane tego typu pracom w dziedzinie nauk
medycznych i o nauk o zdrowiu W dyscyplinie nauk medycznych. W mojej ocenie
osiaggniecia publikacyjne Pani mgr Katarzyny Chojnackiej sg wyrdzniajace sie na tle innych
prac doktorskich, z ktérymi miatem przyjemnosc zapoznawaé sie w ostatnich latach.

W publikacji nr 1 Doktorantka zajeta sie przygotowaniem surowego ekstraktu z lidci
pigwowca oraz ekstrakty bogatego w polifenole poprzez zastosowanie frakcjonowania
metodg SPE. Oba wyciagi zostaty poprawnie scharakteryzowane pod katem jakosciowym i
ilosciowym z uzyciem metody chromatograficznej UHPLC-DAD-Q-TOF-MS. Ten aspekt
Przeprowadzonych prac jest szczegdlnie wazny, gdyz rzutuje na wszystkie dalsze badania
biologiczne z uzyciem wytworzonego materiatu. Pragne nadmieni¢, ze w wielu wspotczesnie
publikowanych pracach naukowych nadal nie przeprowadza sie wystarczajgcej
Charakterystyki chemicznej badanych ekstraktéw roslinnych co jest oczywistym
niedociagnieciem a w wiely przypadkach btedem. W tej samej pracy Doktorantka
dodatkowo ocenita potencjat przeciwutleniajgcy obu wyciggéw z uzyciem metod
bezkomérkowych (ABTS oraz FRAP). Sa to metody proste w uzyciu i dostarczajgce
wstepnych informacji na temat potencjatu antyoksydacyjnego badanego materiatu. Niestety

wyniki uzyskane z uzyciem obu podejs¢ majg niewielkie przetozenie na dziatanie wyciggu
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roslinnego in vivo. Ponadto mgr Chojnacka podjeta prébe oceny wiasciwosci
cytotoksycznyéh w odniesieniu do dwdch linii komérek nowotworowych z uzyciem testu
MTT.

W drugiej pracy wigczonej do cyklu doktorskiego mgr Chojnacka zajeta sig¢ oceng
wiasciwosci przeciwzapalnych uzyskanych wczesniej ekstraktéw, W tym celu uzyta modelu
komodrkowego mysich makrofagéw typu RAW 264.7. Stan zapalny odgrywa znaczaca role w
procesie nowotworowym stgd obecnie zwraca si¢ duza .uwage na substancje mogace
Zmniejszac stan zapalny w miejscu procesu nowotworzenia. W ramach przeprowadzonych
badan Doktorantka ocenita Cytotoksycznos¢ wyciggdw, ich wptyw na produkcje wybranych
mediatorow stanu zapalnego takich jak tlenek azotu (NO), wybrane enzymy prozapalne
COX-2 i iNOS, ekspresje wybranych genéw i biatek odpowiadajgcych za szlaki
sygnalizacyjne kluczowe dla rozwoju odpowiedzi zapalnej. Wyniki przeprowadzonych
eksperymentéw po raz pierwszy udokumentowaty, ze bogaty w polifenole ekstrakt z lisci
pigwowca hamuje odpowiedz zapalng makrofagéw. Wykazano, ze w ramach obserwowanej
aktywnosci przeciwzapalnej zahamowaniu ulegaja kluczowe szlaki sygnalizacyjne co
przektada sie na produkcje lub wydzielanie czynnikdw prozapalnych m.in. interleukin.

Trzecia publikacja wchodzaca w sktad przedtozonej rozprawy doktorskiej dotyczy
badan nad mechanizmami dziatania przeciwnowotworowego bogatego w polifenole
ekstraktu z lisci pigwowca. Doktorantka wykazata, ze wyciag hamuje migracje komorek
nowotworowych z uzyciem linii nowotworu jelita grubego SW-480 oraz HT-29. Udowodnita
W przypadku obu modeli komdrkowych, ze mechanizm dziatania przeciwnowotworowego
ekstraktu polega na zahamowaniu aktywnosci matrycowych metaloproteinaz 2 i 9 oraz na
hamowaniu fosforylacji AKT w szlaku kluczowym szlaku sygnalizacyjnym. Ponadto badania
dowiodty, ze ekstrakt bogaty w polifenole wplywa na inng kinaze (ERK) — hamuijaco dla linii
SW-480 i stymulujaco dla linii HT-29. Uzyskane wyniki po raz pierwszy wskazujg na
potencjalny mechanizm dziatania zwigzkdw pochodzenia naturalnego zawartych w lisciach
pigwowca japoriskiego.

Trzy kolejne prace zataczone jako czed¢ niniejszej rozprawy to publikacje
przegladowe. Doktorantka wraz z Promotorkg dokonata szerokiego przegladu literatury
dotyczacej wptywu ekstraktéw bogatych w polifenole na funkcje prozapalne w wybranych
modelach. W pracy opublikowanej w Journal of Physiology and Pharmacology Autorki
skupity sie na oddziatywaniu ekstrakiow roslinnych na mediatory stanu zaplanego
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produkowane/wydzielane przez, makrofagi ludzkie i zwierzgce. W publikaciji przyjetej do
Food Reviews International Doktorantka szeroko oméwita wezsze zagadnienie dotyczace
wptywu wyciagdw polifenolowych na hamowanie wydzielania cytokin poprzez modulowanie
Sciezki sygnatowej angazujgcej NF-«B. Os’gatnia praca w cyklu doktorskim opublikowana w
Journal of Functional Foods zostata poswigcona wptywowi ekstraktéw roslinnych bogatych
W polifenocle na inwazyjno$é i przerzutowosé¢ komodrek nowotworowych w kontekscie
hamowania ekspres;ji kolagenz typu IV. Wszystkie trzy prace poglagdowe sg bardzo dobrze
przygotowane i przemyslanie. Wskazuja jednoznacznie na wyrobienie przez mgr Chojnacka
umiejetnosci krytycznego przegladu literatury na dany temat oraz zdolno$ci do
syntetycznego podsumowywania dostepnych w bazach danych doniesieri. Wszystkie trzy
publikacje zosfafy przyjete do renomowanych Czasopismach zagranicznych. Dwie z nich sg
opublikowane w bardzo prestizowych tytutach poswieconych badaniom nad zywnoscia.

Po lekturze przedtozonej rozprawy doktorskiej nie mam watpliwosci, ze spetnia
ona formalne i zwyczajowe Kryteria stawiane tego typu opracowaniom. Doktorantka
przedstawita w pracy, oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i udowodnita
Swoja ogromna ogdlna wiedze teoretyczna w zakresie uprawianej dyscypliny
naukowej. Tym samym Doktorantka speinia wymagania wymienione w art. 13 ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym.

W trakcie przygotowywania niniejszej recenzji nasuneto mi sie kilka uwag i pytan.
Prositbym, aby Doktorantka odniosta sie do kazdego z ponizszych punktow.

1. W literaturze istnieja doniesienia, ze w przypadku ekstraktow zawierajacych‘
polifenole badanie cytotoksycznosci ‘metodg MTT moze by¢ zaburzone ze wzgledu
na silne wiasciwosci redox zwigzkoéw wystepujgcych w wyciggach. Czy Doktorantka
badata wptyw probek na zywotnos¢ stosowanych linii komérkowych z uzyciem innej
metodologii? Jakich innych metod mozna by uzy¢, aby uniknaé ewentualnych
interferenc;ji?

2. W pierwszej pracy z cyklu Doktorantka wskazuje na selektywnosé danych
ekstraktow w stosunku do linii nowotworowych vs. komérki prawidtowe. Prosze o
podanie dowolnej miary tej selektywnosci. Jaka standardowa substancije o dziataniu
cytotoksycznym stosowata Doktorantka w badaniach i jaka byta selektywnos$¢ tego

zwigzku?
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3. Charakterystyka ekstraktow zostata Przeprowadzona metoda HPLC-DAD-MS.
Chromatogram zamiesZczony W pierwszej pracy Wwydaje sie byé »urwany”. Czy po
zakonczeniu akwizycji danych na ok. 13 min nie obserwowano dalszej elucji
sktadnikéw ekstraktow?
4. Zwiagzek 17 w tabeli 1 pierwszej pracy scharakteryzowano jako ,quercetin glucoside
acylated”. Na jakiej podstawie wyciggnieto taki wniosek? Wzgledny czas retenc;ji nie
wskazuje na to, aby to mogta byé tego typu substancja.
S. W tabeli 1 pierwszej pracy zamieszczono oznaczenia ' 2 3 4 przy przygotowywaniu
recenzji miatem problem z odnalezieniem legendy do zastosowanych skrétdw.
Prosze o wskazanie co oznaczajg te cyfry.
6. W pracach przegladowych Doktorantka omawia wptyw ekstraktéw bogatych w
polifenole na rézne funkcje biologiczne. W ocenie Doktorantki, ktére z badanych
wczesniej ekstraktdw wywieraty podobny wptyw jak wyciag z ligci pigwowca? Czy
ktorys z tych wyciagéw miat podobny skad jakosciowy/ilogciowy?
Powyzsze pytania i komentarze nie wplywaja w sposéb istotny na jakosé recenzowane;j
pracy i wynikajg w duzej mierze z zainteresowania tematykg badan prowadzonych przez
Panig mgr Chojnacka.

Przechodzac do podsumowania niniejszej recenzji stwierdzam, ze przedtozona
Przez mgr Katarzyne Chojnacka rozprawa doktorska pt.: ,Ocena potencjatu
chemoprewencyjnego ekstraktow fenolowych z lisci pigwowca japonskiego” spetnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim w zwiazku z czym zwracam si¢ do Rady
Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w kodzi z wnioskiem o dopuszczenie
mgr Katarzyny Chojnackiej do dalszych etapéw pProwadzonego przewodu

doktorskiego.

Jednoznacznie popieram starania Doktorantki o nadanie stopnia doktora nauk

medycznych i nauk o zdrowiu w_dyscyplinie nauk medycznych. Biorac pod uwage

wysoki poziom przedstawionych przez Doktorantke osiagnie¢ naukowych Zwracam

sie z wnioskiem o WYyroznienie recenzowanej pracy.

prof. dr hab. n N. o zdr. Sebastian Granica
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