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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Ewy Langner pt.

,Ocena potencjatu chemoprewencyjnego melanoidyn izolowanych z ogrzewanego widkna
ziemniaczanego typu Potex. Badania in vitro w komoérkowym modelu glejaka i raka jelita

grubego”

Choroby nowotworowe sg wyzwaniem wspoétczesnej medycyny. Mimo ogromnego postepu
zapobieganie powstawania nowotworéw i réznego rodzaju leczenie chirurgiczne, farmakologiczne,
czy radioterapia czesto nie przynosza oczekiwanych, dobrych rezultatow. Dlatego podejmowanie
badan dotyczacych potencjatu chemoprewencyjnego szeregu substancji naturalnych i ich
modyfikowanych skfadnikéw w celu zapobiegania powstawania, jak roéwniez opdzniania Iub
hamowania juz toczgcego sie procesu nowotworowego jest ze wszech miar wskazane.

W ten nurt badan wpisuje sie przedtozona do oceny rozprawa Pani Ewy Langner. Stanowi ona
raport z badan Autorki dotyczacych ustalenia potencjatu chemoprewencyjnego ekstraktu oraz
melanoidyn izolowanych z ogrzewanego widkna ziemniaczanego typu Potex w komérkowym modelu
glejaka i raka jelita grubego in vitro.

Wyniki pracy doktorskiej zostaty w czesci opublikowane uprzednio (2009, 2011, 2013) w
uznanych czasopismach miedzynarodowych. Doktorantka jest pierwszym Autorem tych wszystkich
prac, co $wiadczy o jej dominujgcym wktadzie w ich wykonanie i przygotowanie do publikacji. Zostato
to pisemnie potwierdzone przez wszystkich pozostatych autoréw, ktorzy nie wnoszg sprzeciwu co do
wykorzystania tych danych jako sktadnika recenzowanej rozprawy doktorskiej. Dodatkowo,
Doktorantka uzyskata formalng zgode wydawnictwa Elsevier na przedruk lub ponowne wykorzystanie
wybranych rycin w pracy doktorskiej, co $wiadczy o nalezytej starannosci Pani Ewy Langner w
przestrzeganiu formalno-etycznych wymagan w pracy naukowe;.

Rozprawa doktorska o typowym ukfadzie dla prac do$wiadczalnych liczy 125 stron i zostata
podzielona na 9 rozdziatéw, w tym streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim. Tekst
uzupetniony zostat 10 tabelami i 31 rycinami. Praca zostala wzbogacona o wykaz uzywanych
skrétow i symboli stanowigce uzyteczny dla czytelnika odnosnik do tekstu.



Obszerny Wstep zawarty na stronach 12-38 zaczyna sie krétkim, ale tresciwym
wprowadzeniem w zagadnienia chemoprewencji nowotworéw i potencjalnym zastosowaniem
substancji pochodzenia roslinnego, w tym btonnika i jego produktéow obrobki termicznej, wigczajgc
melanoidyny, jako $rodkéw chemoprewencyjnych.

Rozdziat ten zawiera réwniez aktualne dane na temat klasyfikacji, etiologii i patogenezy nowotworow,
z ktorych pochodzg linie komérkowe uzyte w przeprowadzonych eksperymentach, - zaréwno glejakow
mozgu, jak i raka jelita grubego. Z obowigzku recenzenta musze zauwazy¢, ze w podrozdziale
.Molekularne uwarunkowania istotne dla leczenia glejakéw” brak mi odniesienia dlaczego opisywane
zmiany genetyczne sg istotne dla leczenia tego rodzaju nowotwordw, natomiast w klasyfikacji raka
jelita grubego uzywa si¢ oznaczenia stopnia zaawansowania klinicznego od | do IV, a nie O-1V, jak
podaje Doktorantka, cho¢ rzeczywiscie niektoérzy autorzy stosujg nieformalny stopien ,0” jako
odniesienie do raka in situ.

W dalszej czesci Wstepu Pani mgr Ewa Langner szczeg6towo omawia zagadnienie chemoprewencji
przy uzyciu substancji chemicznych z pozywienia. Na uwage zastuguje zebranie wielu danych w
formie Tabeli nr 1, przejrzyécie i w skondensowany sposéb przedstawiajgcej rodzaj substancji
chemoprewencyjnych, zrédto ich pochodzenia oraz potencjalny mechanizm dziatania w komérkach
nowotworowych. Nastepnie Autorka rozwineta zagadnienie roli btonnika i jego pochodnych w tym
zakresie, co jest w petni zrozumiate ze wzgledu na dalsze wyniki pracy doktorskiej. Omawia rowniez
szeroko znaczenie melanoidyn, zrodtg ich wystepowania, aktywno$¢ biologiczng tych zwigzkéw i
potencjalne dziatanie bakteriostatyczne, probiotyczne, czy modulujace transformacje ksenobiotykéw.
Wspomina réwniez o wptywie melanoidyn ma proliferacje i wzrost komoérek nowotworowych.
Generalnie, ,Wstep” jest obszernym i przejrzystym wprowadzeniem w problematyke zagadnien
podejmowanych w rozprawie doktorskiej, cho¢ Autorka nie ustrzegta sie drobnych bledow literowych,
kilku niezbyt zrecznych sformutowan, czy powtérzenia bardzo podobnych fragmentdéw tekstu na

stronie 27 i 28, czego powinna moim zdaniem unikac.

Cel pracy byta ocena potencjatu chemoprewencyjnego ekstraktu oraz melanoidyn
izolowanych z ogrzewanego widkna ziemniaczanego typu Potex w komoérkowym modelu glejaka i raka
jelita grubego in vitro. Wybor tematu badan i sposobéw jego realizacji nie budzi zastrzezen.

Materiat i metody stosowane w pracy zostaly opisane w rozdziale 3. Konstrukcja badania jest
czytelna, a zastosowana metodyka jest adekwatna do wytyczonego celu i spetnia wymogi
nowoczesnosci wymagane w badaniach z tego zakresu. Z obowigzku recenzenta musze zwrécié
uwage na pewne niescistosci.

Na stronie 47, w opisie testu oznaczania proliferacji komérek (BrdU), Autorka pisze: ” podfoze
wymieniano na $wieze bez dodatku (kontrola) lub z dodatkiem badanego ekstraktu w stezeniach: 1, 5,
10, 50, 100, 250, 500, 1000 ug/ml i inkubowano przez 96 godzin w warunkach standardowych. Po 48
godzinach inkubacji, dodawano roztwér BrdU i postepowano zgodnie z zaleceniami producenta’, ktéra
to procedura byta zakorniczona po kilku godzinach, tak wigc mozna przyjaé, ze inkubacja komoérek



nowotworowych z dodatkiem ekstraktu trwata faktycznie 48, a nie 96 godzin., co znajduje
potwierdzenie w prezentowanych pézniej wynikach.
Na stronie 48 w opisie ,Oznaczanie cytotoksycznosci (test LDH)", Doktorantka pisze, ze ,Zastosowano
test oparty na pomiarze stezenia dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w podfozu hodowlanym”,
podczas gdy istota tego eksperymentu polega na pomiarze przyrostu produktu reakcji, katalizowanej
przez badany enzym, co $wiadczy o jego aktywnosci, a jedynie posrednio o jego stezeniu.
Podobnie, na stronie 49, w opisie zymografii Autorka rozprawy uzywa sformutowania ,W celu detekcji
metaloproteinaz po przeprowadzonej elektroforezie, zele barwiono btgkitem Coomasie, co umozliwiato
wizualizacje jasnych prazkéw na ciemnym tle, powstatych w miejscach proteolizy zelatyny ”, podczas
gdy w rzeczywistosci ocenie podlegat jedynie efekt ich dziatania. Dodatkowo, dyskusyjne jest uzycie w
eksperymencie 2% surowicy w medium hodowlanym, gdyz surowica zawiera sama w sobie duze
stezenia i wykazuje aktywno$¢ metaloproteinaz, co moze kamuflowaé prawdziwe wyniki aktywnosci
MMP z komérek przez te zawarte w surowicy. Sugerowatbym powtorzenie tego typu eksperymentéw z
uzyciem medium bez surowicy.
Przy analizie cyklu komérkowego nie znalaztem nazwy oprogramowania, ktore byto uzyte do tego
celu, a przy opisie badan immunocytochemicznych informacji, czy byty przeprowadzone kontrole
negatywne — z uzyciem tylko przeciwciata drugorzedowego, aby wykluczy¢ niespecyficzne wigzanie
tego przeciwciata z preparatem.
Sa to jednak drobne uwagi, ktére w zaden sposéb nie wplywajg na generaing, wysokg ocene czesci
metodyczne;j.

Analiza statystyczna nie budzi zastrzezen. Przyjete testy statystyczne nie odbiegajg od
standardow $wiatowych, a ich wybor nalezy uzna¢ za odpowiedni.

Wyniki wykonanych pomiaréw przedstawiono w sposéb czytelny i jasny utatwiajacy
czytelnikowi dysertacji poruszanie w licznych i ztozonych analizach zaleznosci. Dane te zostaty
starannie zobrazowane w postaci licznych tabel i wykreséw z zaznaczonymi wynikami analizy
statystycznej. Badania typu Western-blot wzbogacono wykresami densytometrycznymi.

Autorka wykazata, ze ekstrakt ogrzewanego bionnika ziemniaczanego Potex, w sposéb zalezny od
stezenia hamuje zywotnos$¢/ proliferacje roznych typéw komoérek nowotworowych in vitro, _a
réwnoczes$nie wykazuje brak cytotoksycznosci wobec prawidtowych komérek linii CCD841 CoTr, OLN-
93 oraz fibroblastéw skory ludzkiej HSF. Tu mam jedng uwage:

Badania cytotoksycznosci ekstraktow wzgledem komorek prawidtowych badano testem LDH,
natomiast przezywalno$é komoérek nowotworowych badano testem MTT, co uniemozliwia
jednoznaczne poréwnanie. Cennym uzupetnieniem przeprowadzonych eksperymentéw bytaby ocena
przezywalnosci komoérek prawidtowych testem MTT.

W dalszej czesci tego rozdziatu na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw Doktorantka
stwierdza, ze badane ekstrakty nie wptywajg na zdolnosci migracyjne analizowanych komoérek
nowotworowych oraz nie indukujg apoptozy. Powodujg natomiast hamowanie przebiegu cyklu
komérkowego, czego logiczng konsekwencjg byly nastepne eksperymenty wykonane przez Autorke
rozprawy. Wykazata ona, ze ekstrakt ogrzewanego widkna ziemniaczanego Potex wplywa na



ekspresje biatek i genéw zaangazowanych w regulacje cyklu komérkowego oraz aktywacje szlakow
sygnatowych zaangazowanych w procesy wzrostu i proliferacji komoérek, w tym gtéwnie szlakéw kinaz
typu MAP oraz kinazy GSK-3 i Akt.

Pewne zastrzezenia budzi odniesienie stopnia fosforylacji (a w zwigzku z tym i aktywacji) kinaz GSK-
3B, p38 oraz SAPK/JNK do beta-aktyny, szczegdinie badanych w dtugich przedziatach czasowych (do
48 godzin). W tym czasie moze dojs¢ do zmian w ekspresji biatek enzymatycznych, co zresztg
Doktorantka prezentuje w przypadku kinaz CDK4/6. W zwigzku z tym obserwowane zmiany
fosforylacji moga wynikaé ze zmniejszonej zawartosci biatek enzymatycznych, a nie z powodu ich
zmniejszonej fosforylacji i aktywacji. Aby unikng¢ tego typu zarzutéw membrany powinny by¢
inkubowane ponownie z przeciwciatami rozpoznajacymi catkowite, ufosforylowane i nieufosforylowane
formy kinaz, tak jak to zostato wykonane w przypadku analizy aktywnosci kinaz ERK1/2 i Akt.
Doktorantka wykazata réwniez, ze zaréwno frakcja melanoidyn wysokoczasteczkowych, jak i frakcja
zwigzkoéw niskoczgsteczkowych izolowanych z ekstraktu, sa zaangazowane w anty-proliferacyjng
aktywnos¢ ekstraktu ogrzewanego btonnika Potex, wskazujgc jednoczes$nie na wiekszg aktywnosé
frakcji HMW w komorkach glejaka linii C6, a frakcji LMW w komérkach raka jelita grubego linii LS180.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze uzyskane wyniki sg unikalne i bardzo wartosciowe w Swietle innych

doniesien.

Dyskusja przedstawionej do recenzji dysertacji $wiadczy o swobodnym poruszaniu sie
Autorki w zagadnieniu bedgcym przedmiotem rozprawy doktorskiej. Zawarte w dyskusji informacje w
sposéb rzeczowy i wiarygodny poréwnujg uzyskanie wyniki z danymi zaczerpnietymi z piSmiennictwa.
Doktorantka formutuje odwazne hipotezy, popierajac je wynikami badan wtasnych oraz dostepnych w
pismiennictwie.

Whioski wynikajg z konstrukcji badania i sg uzasadnione, choé w pewnej mierze stanowig
raczej ponowne streszczenie wynikdw, poza wnioskiem numer 8. Ten ostatni w mojej ocenie jest
wiasnie typowym wnioskiem, stanowi podsumowanie pracy i kresli kierunki postepowania w
przysztosci.

Pismiennictwo zawierajgce 287 pozycje jest adekwatne i $wiadczy o umiejetnosci
selekcjonowania istotnych informacji zwigzanych z podjetym tematem badan. Umieszczone pozycje
piSmiennictwa sg aktualne i znajdujg sie w bazach danych czasopism naukowych. Wigekszos¢ pozycji
pochodzi z ostatnich lat (177 pozycji z ostatniej dekady, 67 pozycji z lat 2009-2014), pozostate
posiadajg kluczowe znaczenie dla redakcji wstepu lub zawierajg oryginalne opisy stosowanych metod
badawczych. Proponowatbym uzupetni¢ niektére cytowania w tekscie — np. strona 1 — [WHO] -
odpowiedni odno$nik strony internetowej powinien sie znalezé w spisie piSmiennictwa. Pewnym
niedopatrzeniem jest tez powotywanie sie¢ na blizej niesprecyzowane ,materiaty promocyjne” jednej z
firm komercyjnych bez podania ich zrédta w postaci pozycji ksigzkowej lub linku do strony

internetowej.



Konkludujgc stwierdzam, ze przedmiot prowadzonych badan, dobér metod, prezentacja
wynikéw, rzeczowos$é dyskusji oraz uzyskane wnioski odpowiadajg kryteriom stawianym pracom
doktorskim. Na szczegdine podkreslenie zastuguje podjeta tematyka badan oraz biegto$¢ doktorantki
w wykorzystaniu przedstawionych metod i dojrzata analiza uzyskanych wynikéw.

W zwiazku z powyzszym przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Medycyny

Wsi w Lublinie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Ewy Langner do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Whioskuje rowniez o wyréznienie ocenianej rozprawy doktorskiej

Z powazaniem:

Andrzej Stepulak
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