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Ocena
rozprawy doktorskiej pt. ,Ocena potencjalu chemoprewencyjnego melanoidyn
izolowanych z ogrzewanego wlékna ziemniaczanego typu Potex. Badania in vitro w
komérkowym modelu glejaka i raka jelita grubego” wykonanej przez mgr Ewe Langner w

Zaktadzie Biologii Medycznej Instytutu Medycyny Wsi im. Dr Witolda ChodZki w Lublinie.

W Polsce w 2008 roku wspdtczynnik zachorowalnosci na raka jelita grubego wynosit
odpowiednio 49,4/100 000 dla mezczyzn oraz 25,7/100 000 u kobiet. Co istotne, obserwuje
si¢ staty trend zwigkszonej zachorowalnosci zwlaszcza u 0s6b ponizej 50 rz. Do chwili
obecnej zidentyfikowano bardzo wiele czynnikéw ryzyka raka jelita grubego, z ktérych,
oprécz czynnikéw genetycznych, najistotniejsze wydajq si¢ te zwigzane ze stylem zycia, jak
na przyklad: palenie tytoniu, naduzywanie alkoholu, dieta z duza ilo$cig nasyconych kwaséw
ttuszczowych i/lub niskg zawartoscia btonnika. Do istotnych czynnikow niemodyfikowalnych
zalicza sig: wystgpowanie rjg w rodzinie, wczesniejsze wystgpowanie innych nowotworéw
oraz wrodzone zespoly polipowatosci (np. zesp. Lyncha). Dodatkowo, prawdopodobienstwo
wystapienia rjg zwigkszajg przewlekle stany zapalne w obrebie jelita grubego, jak na przyktad
wrzodziejace zapalenie jelita grubego oraz choroba Crohna.

Wyniki licznych eksperymentéw, zaréwno in vitro jak i in vivo wskazuja, ze naturalne
skfadniki diety moga hamowa¢ rozwdj rjg. Potencjat antykarcynogenny jest zwigzany m.in.
z indukcja apoptozy oraz modulacja ekspresji genow, ktorych produkty uczestnicza w
regulacji cyklu komorkowego. Ponadto, mechanizmy dziatania obejmujg réwniez szlaki
metaboliczne zwigzane ze zdolnoscia do obnizania aktywnos$ci licznych czynnikéw
prozapalnych oraz aktywacji czynnikéw o dziataniu przeciwzapalnym. Efektem dotychczas
przeprowadzonych licznych eksperymentéw naukowych na modelach zwierzecych, a takze na
nowotworowych kulturach komoérkowych, sg coraz liczniejsze doniesienia o mozliwym,

protekcyjnym w stosunku do karcynogenow, zastosowaniu wybranych aktywnych sktadnikéw



diety. Ponadto, w odniesieniu do kliku badanych molekul, udato si¢ udowodnié ich potencjat

w zakresie uwrazliwiania komérek nowotworowych na chemio- i radioterapieg.

Podstawowym celem pracy doktorskiej mgr Ewy Langner byta ocena potencjatu
chemoprewencyjnego ekstraktu oraz melanoidyn izolowanych z ogrzewanego wiokna

ziemniaczanego typu Potex w komoérkowym modelu glejaka i raka jelita grubego in vitro.

Wstepny zakres prac obejmowal wybdr sposrod 11 ekstraktow przygotowanych z
blonnika Pofex na drodze obrébki termicznej w réznych warunkach temperatura/czas,
jednego, majacego najwyzsza zdolno$¢ do hamowania proliferacji komérek nowotworowych.

Nastgpna faza badan, tj. ocena zywotnosci/ proliferacji oraz migracji komorek, ocena
wplywu na indukcj¢ apoptozy oraz ocena przebiegu cyklu komérkowego oraz na poziom
ekspresji bialek regulujacych przebieg cyklu komoérkowego zostala przeprowadzona na
liniach komoérkowych glejaka oraz raka jelita grubego. Ponadto doktorantka uwzglednita
réwniez wpltyw wybranego melanoidyn ekstraktu z blonnika Pofex na szlaki przekazywania
sygnatow, jak rowniez na ekspresj¢ wybranych genéw. Dodatkowo w przeprowadzonych
analizach Autorka wykazata w jaki sposéb frakcja melanoidyn wysokoczasteczkowych, jak i
frakcja zwiazkow niskoczasteczkowych izolowanych z ekstraktu, sg zaangazowane w

obserwowang aktywnos$¢ ekstraktu ogrzewanego btonnika Potex.

Przedstawiona do recenzji praca ma charakter oryginalnej rozprawy naukowej o
uktadzie typowym dla tego typu opracowan. Liczy w sumie 125 stron wydruku
komputerowego z zachowaniem odpowiednich proporcji migdzy jej cze$ciami. Na wstep
poswigcono 23 strony, material i metodyka stanowi 14 stron. Opis wynikéw zawarto na 39
stronach tekstu oraz udokumentowano je dodatkowo 31 rycinami oraz 10 tabelami,
omowienie wynikow i dyskusj¢ zawarto na 10 stronach. Pismiennictwo (zawarte w Rozdziale
9) liczy w sumie 287 pozycji, w tym w zdecydowanej wigkszosci anglojezyczne o tematyce
zbieznej z zakresem pracy.

Prac¢ rozpoczyna Wykaz uiywanych skrotéw stanowiacy uzyteczny dla czytelnika

odnosnik do tekstu.

Wstep zawarty na stronach 12-35 z powodéw redakcyjnych zostat stusznie podzielony
na kilka podrozdziatéw. Podrozdzial I.1 przedstawia charakterystyk¢ wybranych modelowych

nowotworow tj. glejaka oraz raka jelita grubego. Autorka przystepnie i doktadnie przedstawia



przyczyny srodowiskowe wyzej wymienionych nowotwordéw oraz molekularne mechanizmy
ich rozwoju uwzglgdnieniem roli niestabilno$ci genetycznej oraz zaburzen szlakéw
przekazywania sygnatow w komorce. Na szczegélne podkreslenie zastuguje podrozdziat 1.3
opisujacy w bardzo czytelny sposob funkcje blonnika pokarmowego w organizmie cziowieka,
jak réwniez znaczenie spozycia blonnika w diecie w aspekcie potencjalnego niwelowania
ryzyka rozwoju nowotworow jelita grubego. Ponadto Autorka przedstawia w tym
podrozdziale doglebng charakterystyke¢ blonnika ziemniaczanego typy Potex z
uwzglednieniem jego skladu oraz dotychczasowych zastosowan jako np. dodatku do
zywnosci przetworzonej. W podrozdziale 1.4 dokladnie opisano biologiczng aktywnosé
melanoidyn i innych produktéw reakcji Maillarda oraz przedstawiono ich dokladng
charakterystyke wraz ze wskazaniem ich zrédet w diecie. Z wielkq satysfakcjg stwierdzam, ze
zawarte podrozdziale 1.2 Wstepu dane stanowigce przeglad aktualnego pi$miennictwa oraz
bardzo interesujgce zestawienie w formie tabeli, szczegétowo i krytycznie wprowadzajq
czytelnika w tematyke chemprewencji nowotworéw za pomoca naturalnych zwigzkow

chemicznych zawartych w zywnosci i moga stanowi¢ samodzielng pracg przegladowa.

Zwigzle i jasno sformutowany cel pracy objat bardzo ambitne zadania nawigzujace do
wspoélczesnych problemow zywienia czlowieka oraz onkologii. Zdaniem recenzenta dotykaja
one bardzo waznego watku badan poszukujacego substancji pochodzenia naturalnego, w tym
przypadku ekstraktu oraz melanoidyn izolowanych z ogrzewanego widkna ziemniaczanego
typu Potex, o istotnych i mozliwych do praktycznego wykorzystania wiasciwosciach

chemopewencyjnych i przeciwnowotworowych.

W rozdziale Material i metody Autorka przedstawia zastosowany material oraz
wykorzystane metody badawcze. Udokumentowata sposéb otrzymywania 9 ekstraktow
(ogrzewanie i ekstrakcja) btonnika Potex, opisano sposob izolacji frakcji melanoidyn oraz
okreslania profilu molekularnego frakcji zwiazkow wysokoczasteczkowych —oraz
niskoczasteczkowych z ekstraktu. Nastgpne podrozdziaty przedstawiajg charakterystyke
samych komorek, przygotowanie oraz przechowywanie hodowli komérkowych jak réwniez
sktad zastosowanych podlozy i odczynnikéw.

Opis zastosowanych postgpowan przygotowawczych i metod analitycznych w celu
okreslenia zywotnosci, proliferacji, cytotoksycznosci oraz zdolnosci do migracji komorek jest
doktadny i wyczerpujacy. Dalej, z podobng starannoscia, autorka opisata tzw. test ,,drabinki

DNA”, w wigc sposob okreslania zdolnosci do indukcji apaptozy oraz rozdziat



elektroforetyczny biatek. Generalnie, calo§¢ opiséw postgpowan metodycznych speinia
najwyzsze wymagania stawiane wspéiczesnym pracom badawczym, a wyniki $wiadczg o
bardzo dobrym opanowaniu warsztatu badawczego i jego znajomosci praktycznej.

Analize statystyczng uzyskanych wynikow autorka przeprowadzita przy uzyciu
programu GraphPad Prism 5.0, a wybor testow nalezy uzna¢ za odpowiedni dla tego typu

badan.

W rozdziale Wyniki Autorka prezentuje wyniki badan wilasnych w formie opisowej
(39 stron) oraz odwotuje si¢ do 10 tabel oraz 31 rycin. Na podstawie wynikow badan
wstepnych, ktore obejmowaty miedzy innymi oceng cytotoksycznosci wzgledem komorek
prawidlowych oraz oceng wptywu na komorki nowotworowe, do dalszych analiz wybrano
ekstrakt oznaczony jako ,,AM4”.

Niektére wyniki analiz molekularnych wykazaty brak wplywu ekstraktu AM4 na
ruchliwo$é komorek glejaka linii C6 oraz na aktywno$¢ metaloproteina zarbwno w badanych
komorkach glejaka, jak i raka jelita grubego linii LS180. Podobnie, nie wykazano wplywu
ekstraktu AM4 na indukcje apaptozy w obydwu analizowanych liniach komoérkowych.
Nastepnie Doktorantka analizowala kilka innych, niezaleznych mechanizméw dzialania, w
tym przede wszystkim wpltyw na cykl komérkowy oraz na szlaki przekazywania sygnatéw w
komérce, a wyniki tych eksperymentow zdecydowanie potwierdzity antyproliferacyjny
potencjal wybranego ekstraktu AM4 wzgledem komorek glejaka linii C6 oraz raka jelita
grubego linii LS180.

Dodatkowo Autorka podjeta probe wykazania charakteru zwiazkow odpowiedzialnych
za antyproliferacyjne wlasciwosci ogrzewanego ekstraktu blonnika. W tym celu zostaty
ocenione zdolnosci frakcji nisko- i wysokoczasteczkowych (HMV i LMV) izolowanych z
badanego ekstraktu AM4 do hamowania wzrostu badanych komérek nowotworowych i
poréwnane z aktywnoscia ekstraktu AM4. Wyniki tych eksperymentow wskazuja, ze zarowno
frakcja melanoidyn wysokoczasteczkowych, jak i frakcja zwigzkéw niskoczasteczkowych
izolowanych z ekstraktu, sa zaangazowane Ww antyproliferacyjna aktywnos$¢ ekstraktu
ogrzewanego blonnika Potex. Jednoczesnie wykazano wigksza aktywnos¢ frakcji HMW w
komoérkach glejaka linii C6 oraz frakcji LMW w komorkach raka jelita grubego linii LS180.

Podsumowujac, wyniki eksperymentow zasadniczo potwierdzily zalozone hipotezy
badawcze. Biorac pod uwage mozliwe duze znaczenie praktyczne w dietoprofilaktyce oraz
dietoterapii choréb nowotworowych, za najistotniejsze uznalbym wszystkie te dane, ktore

jednoznacznie wskazujg mozliwy istotny potencjal chemoprewencyjny ekstraktu AM4 oraz
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jego frakcji HMV i LMV wzgledem obydwu badanych rodzajéw komérek nowotworowych.
Stabsza strona Wynikéw jest brak dokladnych informacji (i badan) na temat skladu
czasteczkowego badanego ekstraktu z ogrzewanego widkna Potex, co moze utrudnié dalsze
badania oraz ewentualng komercjalizacj¢ uzyskanych wynikow. Na szczegélne podkreslenie
zasluguje bardzo dobre przedstawienie graficzne wynikéw badan tj. bardzo dobra jakos¢ rycin
(zdje€), przejrzystos¢ i czytelnosé zataczonych tabel oraz dobre opracowanie statystyczne

uzyskanych wynikow.

W Dyskusji, przeprowadzonej na 10 stronach, Autorka skonfrontowata swoje wyniki z
wynikami uzyskanymi przez innych autor6w i w jasny sposéb uwypuklila istniejace
rozbieznoscei, co jest wyktadnikiem krytycznego podejscia réwniez i do wlasnej pracy, ale
jednocze$nie jest dowodem doglebnej znajomosci opisywanych zagadnien oraz dobrego
opanowania warsztatu pisarskiego. Zdaniem recenzenta ciekawym podsumowaniem Dyskusji
byloby dokladniejsze okreslenie zakresu dalszych badan, ale chyba wazniejsze byloby
podjecie proby odpowiedzi na pytanie, czy uzyskane wyniki moga by¢ ekstrapolowane

réwniez na inne rodzaje nowotworow.

Whioski. Wioski opracowane zostaly w konwencji 8 punktéw, ktére sa uogdlnieniem

obserwacji zebranych w trakcie realizacji pracy. Nawiazuja one do postawionego celu pracy.

Z obowiazku recenzenta pragng zwrdci¢ uwage na pewne watpliwosci oraz drobne
uchybienia zauwazone podczas czytania rozprawy.

1. Str 107 (wniosek 7) Autorka wykazata wigksza aktywnos$é antyproliferacyjng
frakcji HMW w komérkach glejaka linii C6 oraz frakcji LMW w komérkach raka jelita
grubego linii LS180. Jaka jest przyczyna zaobserwowanej roznicy pod wzgledem dzialania
antyproliferacyjnego frakcji HMV i LMW? Sktad frakcji? Czy raczej réznic nalezy upatrywaé
w fakcie, ze wykorzystano w badaniach dwa odmienne histologicznie typy nowotworéw,
ktére mogg dodatkowo rézni¢ si¢ pomigdzy sobg np. w zakresie stopnia ztosliwosci
histologicznej, co bezposrednio przeklada si¢ na ich r6zng podatno$¢ na czynniki/ substancje
potencjalnie hamujace wzrost.

2. Str 97 (Dyskusja) [cytuj¢] ,,Dodatkowo wykazano, ze ekstrakt ogrzewanego
blonnika w zakresie stgzei 50 — 1000 pg/ml hamowatl proliferacje komérek raka jelita
grubego poprzez zaburzanie procesu syntezy DNA. W komorkach glejaka, badany ekstrakt

charakteryzowal si¢ znacznie nizsza aktywnoscia, indukujac znaczace obnizenie syntezy



DNA jedynie w najwyzszym stosowanym stgzeniu 1000 pg/ml”. Jak mozna wythumaczy¢ te
roznice w zakresie réznej wrazliwosci na traktowanie hodowli ekstraktem AM4? Czy
podobnie jak w ptk 1?

Korekty wymagaja nast¢pujace sformutowania.

1. Str. 18 Uzytq zwyczajowego okreslenia ,nekroza”. Sugeruja postugiwanie si¢
prawidtowymi okresleniami histopatologicznymi w jezyku polskim — ,martwica” lub
ewentualnie w jezyku tacifskim — ,,necrosis”.

2. Str. 20 [cytujg] ,,Niektére z choréb genetycznych, m.in. rodzinna polipowato$é
gruczolakowata (FAP, ang. familial adenomatous polyposis), poronna rodzinna polipowatosé
gruczolakowata (AFAP, ang. attenuated familial adenomatous polyposis), zespdt Gardnera

....”. Zdanie wprowadza czytelnika w blad, sugerujac, iz wymienione zespoty dziedziczne sa

chorobami genetycznymi, co stawialo by je w jednym rzedzie np. z zespotem Downa czy
anemig sierpowata, a tak nie jest. Sugeruj¢ przeredagowanie zdania.

3. Str. 21 [cytujg] ,,Zasugerowano zwigzek pomigdzy podwyzszonym poziomem
biatka CRP we krwi, a wystgpowaniem nowotwordw jelita grubego [Tsilidis i wsp. 2008]”.
Zwiazek poziomu CRP i hCRP z wystgpowaniem r1jg jest czysto spekulacyjny. Prawidlowo
przeprowadzonych badan i meta analiz dotyczacych tego problemu jest bardzo niewiele, a ich
wyniki sg sprzeczne, wlaczajac w to przytoczone przez autorke opracowanie Tsidilisa i wspot.

W Pracy pojawito si¢ réwniez kilka drobnych bledéw literowych, jak na przyktad na
stronach 22 i 35.

Poczynione uwagi maja charakter redakcyjny i nie wptywajg na merytoryczna wartosé
ocenianej dysertacji, a maja na celu uniknigcie niescistosci i powinny by¢ uwzglednione przed

oddaniem jej do druku.



Ocena koncowa

Rozprawa doktorska mgr Ewy Langner jest wartosciowym opracowaniem. Badania
zostaly prawidlowo zaplanowane i zrealizowane w oparciu o adekwatne w stosunku do
zalozonego celu metody badawcze. Autorka wykazala si¢ odpowiednia znajomoscia
warsztatu metodycznego, potrafi t¢ umiejgtnosé odpowiednio wykorzystywaé w pracy
eksperymentalnej, a otrzymane wyniki prawidlowo zinterpretowac.
W zakoficzeniu przedkladanej recenzji stwierdzam iz przedlozona do oceny rozprawa
doktorska mgr Ewy Langner pt. Ocena potencjalu chemoprewencyjnego melanoidyn
izolowanych z ogrzewanego wlékna ziemniaczanego typu Pofex. Badania in vitro w
komérkowym modelu glejaka i raka jelita grubego odpowiada warunkom okreslonym w
Art. 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o tytule i stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki. W zwigzku z tym wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Wi
im. Dr Witolda Chodzki w Lublinie o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Ewy Langner i
dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie pragne podkreslié
zdecydowanie ponadprzecigtng pracochtonno$¢ przeprowadzonych badan oraz duzy potencjat
aplikacyjny, dlatego tez jednoczesnie wnioskuj¢ do Wysokiej Rady o wyréznienie
recenzowanej dysertacji.
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