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Zaktad Endoskopowych Badan Klinicznych

Instytut Medycyny Wsi

im. Dr Witolda Chodzki w Lublinie

Ocena
rozprawy doktorskiej pt. ,,Ocena wlasciwosci chemoprewencyjnych komplekséw
weglowodanowo-biatkowych izolowanych z Boletus edulis (borowik szlachetny). Badania
in vitro i molekularne w modelu komorek raka okreznicy” wykonanej przez mgr Mart¢
Kinge Lemieszek w Zakladzie Biologii Medycznej Instytutu Medycyny Wsi im. Dr Witolda
Chodzki w Lublinie.

W Europie rak jelita grubego jest najczgsciej wystgpujacym nowotworem ztosliwym.
W latach 2004-2008 liczba nowo rozpoznanych przypadkéw wzrosta z 376 000 do 463 000,
co stanowi ponad 13% wszystkich zachorowan na nowotwory ztosliwe. Pod wzgledem liczby
zgondw, rjg uplasowuje si¢ na drugim miejscu za rakiem pluca. W Polsce w 2008 roku
wspotczynnik zachorowalnosci na raka jelita grubego wynosit odpowiednio 49,4/100 000 dla
mezcezyzn oraz 25,7/100 000 u kobiet.

Wyniki licznych eksperymentéw, zaréwno in vitro jak i in vivo wskazuja, ze naturalne
sktadniki diety moga hamowac¢ rozwoj rjg. Potencjal antykarcynogenny jest zwigzany m.in.
z indukcjg apoptozy oraz modulacjgq ekspresji genow, ktorych produkty uczestnicza w
regulacji cyklu komorkowego. Ponadto, mechanizmy dziatania obejmuja rowniez szlaki
metaboliczne zwigzane ze zdolnoscia do obnizania aktywnosci licznych czynnikow
prozapalnych oraz aktywacji czynnikéw o dziataniu przeciwzapalnym. Efektem dotychczas
przeprowadzonych licznych eksperymentéw naukowych na modelach zwierzecych, a takze na
nowotworowych kulturach komdrkowych, sa coraz liczniejsze doniesienia o mozliwym,
protekcyjnym w stosunku do karcynogenow, zastosowaniu wybranych aktywnych sktadnikow
diety. Dodatkowo, w odniesieniu do kliku badanych molekut, udato si¢ udowodnié¢ ich
potencjal w zakresie uwrazliwiania komoérek nowotworowych na chemio- i radioterapie.
Niestety, pomimo ewidentnych dowoddéw naukowych $wiadczacych o aktywnosci
przeciwnowotworowej, niewiele z naturalnych sktadnikow diety pozytywnie przeszto faze

badan klinicznych, a jeszcze mniej znalazto zastosowanie praktyczne. Gléwng przyczyna



wydaje si¢ by¢ przede wszystkim brak odpowiednich markeréw skutecznosci
chemoprewencji rjg, a takze relatywnie dlugi okres konieczny do przeprowadzenia
odpowiednich badan klinicznych oraz koniecznos¢ rekrutacji duzych grup pacjentow.
Jednakze z chemoprewencja rjg weiaz wigzane sa duze nadzieje, co znajduje wyraz miedzy
innymi w konkretnych zaleceniach i badaniach w wybranych grupach pacjentéw, jak na
przyktad w odniesieniu do mesalaminy czy kwasu acetylosalicylowego.

Podstawowym celem pracy doktorskiej mgr Marty Kingi Lemeieszek byla ocena
chemoprewcyjnego potencjatu kilku frakcji zawierajacych kompleksy weglowodanowo-
biatkowe izolowanych z grzyba Boletus edulis w odniesieniu do komérek gruczolakoraka
Jelita grubego. Wstepny zakres prac obejmowat wybor frakcji o najwyzszym potencjale w
zakresie chemoprewencji przy jednoczesnej malej toksycznosci w odniesieniu do
prawidlowych komoérek nabtonka jelita grubego. Nastgpna faza badan, tj. ocena wlasciwosci
chemprewencyjnych i przeciwnowotworowych wczesniej wybranej frakcji, zostata
podzielona zostata na kilka etapéw: ocena wptywu na indukcj¢ apoptozy, przebieg cyklu
komoérkowego oraz na poziom ekspresji biatek regulujacych przebieg cyklu komérkowego.
Ponadto doktorantka uwzglednita réwniez wplyw wybranej frakcji na szlaki przekazywania

sygnatoéw, jak réwniez na ekspresj¢ wybranych genow.

Przedstawiona do recenzji praca ma charakter oryginalnej rozprawy naukowej o
ukladzie typowym dla tego typu opracowan. Liczy w sumie 132 strony wydruku
komputerowego z zachowaniem odpowiednich proporcji migdzy jej czesciami. Na wstep
poswigcono 25 stron, material i metodyka stanowi 18 stron. Opis wynikéw zawarto na 25
stronach tekstu oraz udokumentowano je dodatkowo 24 rycinami (wykresy oraz fotografie),
omowienie wynikéw i dyskusje zawarto na 10 stronach. Pismiennictwo (zawarte w Rozdziale
5) liczy w sumie 386 pozycji, w tym w zdecydowanej wigkszosci anglojezyczne o tematyce
zbieznej z zakresem pracy.

Pracg rozpoczyna Wykaz uzywanych skrotéw stanowiacy uzyteczny dla czytelnika

odnos$nik do tekstu.

Wstep Zawarty na stronach 12-37 z powodéw redakcyjnych zostat stusznie podzielony
na kilka podrozdzialéw. Podrozdziat 1.1 przedstawia przyczyny $rodowiskowe rjg oraz
molekularne mechanizmy rozwoju rjg z uwzglednieniem roli niestabilnosci genetycznej oraz
zaburzen szlakéw przekazywania sygnaléw odpowiedzialnych za rozwéj rjg. Na szczegolne

podkreslenie  zastuguje podrozdzial 1.2 opisujacy w bardzo czytelny sposob



chemoprewencyjne i przeciwnowotworowe wiasciwosci polisacharydéw izolowanych z
Basidiomycota. W podrozdziale 1.3 doktadnie opisano prozdrowotne wiasciwosci Borowika
szlachetnego (Boletus edulis) oraz przedstawiono jego doktadna charakterystyke. Z wielka
satysfakcjq stwierdzam, ze zawarte we Wstepie dane stanowigce przeglad aktualnego
piSmiennictwa bardzo szczegélowo wprowadzaja czytelnika w molekularne mechanizmy

rozwoju rjg i moga stanowi¢ samodzielng prace przegladowa.

Zwigzle i jasno sformutowany cel pracy objat bardzo ambitne zadania nawiazujace do
wspotczesnych probleméw onkologii oraz biologii molekularnej. Moim zdaniem dotycza one
bardzo waznego watku badan poszukujacego substancji, w tym przypadku frakcji
izolowanych z Boletus edulis, o istotnych i mozliwych do praktycznego wykorzystania

substancji naturalnych o wlasciwosciach chemopewencyjnych i przeciwnowotworowych.

W rozdziale Material i metody Autorka przedstawia zastosowany material oraz
wykorzystane metody badawcze. Dokladnie przedstawiono sposob otrzymywania frakcji
zawierajacych badane kompleksy weglowodanowo-biatkowe, a takze charakterystyke samych
komoérek, przygotowanie hodowli komérkowych oraz skiad zastosowanych podlozy i
odezynnikow. Opis zastosowanych postgpowan przygotowawczych i metod analitycznych w
celu okreslenia aktywnosci antyproliferacyjnej, cytotoksycznoscei czy tez indukcji apoptozy i
$mierci komorek jest bardzo staranny i doktadny. Taka tez doktadno$é majg opisy oznaczania
wplywu na biatka regulujace przebieg cyklu komoérkowego oraz szlaki przekazywania
sygnatéw w komorce. Trafnie dobrano oceng wplywu wybranej frakcji zaréwno na ekspresje
genéw, jak i na wyciszenie ekspresji wybranych genéw w komérkach nowotworowych.
Generalnie, cato$¢ opiséw postgpowan metodycznych spelnia najwyzsze wymagania stawiane
wspolczesnym pracom badawczym, a wyniki $wiadcza o bardzo dobrym opanowaniu
warsztatu badawczego i jego znajomosci praktycznej.

Przyjete testy statystyczne nie odbiegaja od standardow $wiatowych a ich wybor

nalezy uzna¢ za odpowiedni.

W rozdziale Wyniki Autorka prezentuje wyniki badan wiasnych w formie opisowej
(25 stron) oraz odwoluje si¢ do 24 rycin. Wstepne wyniki badan jednoznacznie wykazujaca
brak negatywnego wptywu wybranej frakcji Boletus edulis na prawidlowe komoérki nabtonka
jelita grubego. Natomiast wyniki analiz molekularnych potwierdzity chemoprewencyjne

wiasciwosci wybranej frakcji BE3 wzgledem komoérek raka okreznicy dwéch wybranych



linii: LS180 i HT-29. Autorka analizowata kilka niezaleznych mozliwych mechanizmow
dziatania, w tym przede wszystkim wptyw na indukcje apaptozy, proliferacje komorek, cykl
komorkowy oraz szlaki przekazywania sygnatow w komorkach rjg. Wyniki eksperymentow
byly zbiezne i potwierdzity zalozone hipotezy badawcze. Biorac pod uwage mozliwe duze
znaczenie praktyczne w. dietoterapii, a nawet w leczeniu nowotworéw, za najistotniejsze
uznatbym wszystkie te dane, ktére jednoznacznie wskazujg duzy potencjal terapeutyczny
frakcji BE3 wzglgdem komorek rjg. Stabsza strong pracy jest brak informacji na temat sktadu
badanej frakcji BE3 ekstraktu z Boletus edulis, co moze hamowa¢ wprowadzenie substancji
do dalszych faz badah np. eksperymentow na zwierzgtach oraz ewentualnych badan
klinicznych u ludzi. Ponadto, zdaniem recenzenta, moze sta¢ si¢ réwniez przeszkoda w
komercjalizacji uzyskanych wynikoéw. Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje bardzo dobre

opracowanie statystyczne uzyskanych wynikow.

W Dyskusji, przeprowadzonej na 10 stronach, Autorka skonfrontowata swoje wyniki z
wynikami uzyskanymi przez innych autoréw i w jasny sposéb uwypuklila istniejace
rozbieznosci, co jest wykltadnikiem krytycznego podejscia rowniez i do whasnej pracy, ale
jednoczesnie jest dowodem doglebnej znajomosci opisywanych zagadnien oraz dobrego

opanowania warsztatu pisarskiego.

Whnioski. Wioski opracowane zostaty w konwencji 10 punktow, ktére sa uogélnieniem

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

Pytania, na ktére nie znalaztem odpowiedzi w tekscie pracy:

1. Str. 47 Dlaczego analizowano frakcje uzyskane z Borowika szlachetnego
pochodzacego z Portugalii? Czy decyzja podyktowana byla lokalizacja osrodka
kooperujacego tj. Chemistry Department, University of Trés-os-Montes e Alto Douro, Vila
Real (Portugalia)?

2. Str. 68 oraz str. 97 (wniosek 5) Jaka jest przyczyna zaobserwowanej roznicy
(cystometria przeptywowa) pod wzgledem wptywu frakcji BE 3 na cykl komérkowy w
komérkach rjg? Ekspozycja komérek linii LS 180 skutkowata ich akumulacja w fazie G0/G1,
natomiast w przypadku komérek HT-29 pod wptywem BE3 odnotowano ich akumulacje w
fazie S cyklu komorkowego.

3. Str 97 (wniosek 3) [cytuje] ,,IC50 obliczone dla BE3 na podstawie wynikéw testu
BrdU wyniosto dla komorek linii LS180 10.3 pg/ml, natomiast dla komérek linii HT-29 132.2



pg/ml”. Jak mozna wytlumaczy¢ t¢ ponad dziesigciokrotng roznice w zakresie IC50 w
odniesieniu co prawda do dwdch roéznych linii komérkowych, ale jednak wciaz tego samego

typu nowotworu?

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

Korekty wymagajq nastepujace sformutowania.

1. Str. 13 [cytuj¢] ,.Blonnik ulatwia ich wydalanie z organizmu, zapobiegajac
akumulacji substancji niebezpiecznych ze wzgledu na tworzenie si¢ ognisk zapalnych
prowadzacych czgsto do owrzodzen, a nastgpnie do zmian nowotworowych”. Zdanie
wprowadza czytelnika w blad, sugerujac, iz powstanie nowotworu jelita grubego poprzedzone
jest owrzodzeniami, co nie jest prawda. Wymienione substancje szkodliwe znajdujace sie w
$wietle jelita grubego (tj. nitrozaminy, fenole, skatole, indole, kwasy zoétciowe) w warunkach
fizjologicznych, nawet przy diecie ubogo btonnikowej, nie indukuja powstawania owrzodzen
lub nadzerek w jelicie. Ponadto, we wspomnianym akapicie warto réwniez doda¢ informacje,
ze gldwna zaleta blonnika pokarmowego jest skracanie kontaktu powyzszych substancji ze
$ciang jelita grubego.

2. Str. 17 [cytuj¢] ,Model ten powstal dzigki obserwacjom histopatologicznym i
klinicznym, pokazujacym, ze wigkszo$¢ zlosliwych guzéw w jelicie grubym powstaje z
wezesniej istniejacych gruczolakéw, ktére stopniowo zwigkszaja swoje rozmiary i stopief
inwazyjnosci.” Sformulowanie nie jest precyzyjne i wymaga korekty. W odniesieniu do
gruczolakow jelita, ktére sa nowotworami fagodnymi, nie powinno uzywaé sie okreslenia
»inwazyjno$¢”. Sformutowanie to zarezerwowane jest dla nowotwordw ztosliwych. Sadze, ze
w tym przypadku uzycie sformutowania ,stopien dysplazji” lub ,,zaawansowanie zmian
dysplastycznych” w gruczolaku jelita grubego bylo by bardziej stosowne.

3. Str. 20 Rye. 1. Nie znalazlem w tekscie pracy ani w tekscie pod rycing informacji
lub tez definicji gruczolakéw ,,wczesnych” oraz ,,pdznych”. Najprawdopodobniej chodzi o
stopiefl zaawansowania zmian dysplastycznych w polipach oraz ich wielko$¢. Dla
podniesienia wartosci pracy sugeruj¢ uzupelnienie tekstu pracy o te definicje.

4. Str. 20 [cytuje] ,, ... u podstaw m.in. HNPCC (dziedziczny rak jelita grubego
niezwigzany z polipowatoscig - hereditary nonpolyposis colon cancer)....” sugerowalbym
raczej konsekwentne stosowanie najpierw pelnej nazwy angielskiej a dopiero w nastgpnej

kolejnosci polskiego ttumaczenia skrotow z jezyka angielskiego.



5. Str. 25 [cytujg] ,, ... zbiega si¢ to w czasie z przeksztalceniem gruczolaka w
zaawansowang dysplazj¢ lub nowotwor)....” Sugeruje przeredagowanie np. ,, ...zbiega si¢ to
W czasie z rozwojem zaawansowanych zmian dysplastycznych w gruczolaku lub tez jego
przeksztatceniem w nowotwor ztosliwy...”.

6. Str. 27 (i nie tylko) — nalezy uporzadkowa¢ stosowang nomenklature¢ nowotworow,
np. kilkukrotnie uzyto zwyczajowego okreslenia ,sarkoma”. Sugeruja postugiwanie sie
prawidtowymi okresleniami histopatologicznymi w jezyku polskim — ,,migsak ztosliwy” lub
ewentualnie w jezyku facinskim — ,,sarcoma’.

7. Str. 27 [cytujg] ,, ... gruczolak sutkowy...”. Najprawdopodobniej chodzi o
gruczolak sutka?

8. Str. 88 — podobnie jak ptk. 6 kilkukrotnie uzyto zwyczajowego okre$lenia
»nekroza”. Sugerujg postugiwanie si¢ prawidtowymi okresleniami histopatologicznymi w

jezyku polskim — ,,martwica” lub ewentualnie w jezyku tacinskim — ,,necrosis™.

Poczynione uwagi majg charakter redakcyjny i nie wptywaja na merytoryczna warto$é
ocenianej dysertacji, a maja na celu uniknigcie niescistosci i powinny by¢ uwzglednione przed

oddaniem jej do druku.



Ocena koncowa

Rozprawa doktorska mgr Marty Kingi Lemieszek jest wartosciowym opracowaniem.
Badania zostaty prawidtowo zaplanowane i zrealizowane w oparciu o adekwatne w stosunku
do zalozonego celu metody badawcze. Autorka wykazala si¢ odpowiednia znajomoscia
warsztatu metodycznego, potrafi t¢ umieje¢tno$¢ odpowiednio wykorzystywaé w pracy
eksperymentalnej, a otrzymane wyniki prawidlowo zinterpretowag.
W zakoficzeniu przedkiadanej recenzji stwierdzam iz przedlozona do oceny rozprawa
doktorska mgr Marty Kingi Lemieszek pt. Ocena wlasciwosci chemoprewencyjnych
komplekséw weglowodanowo-bialkowych izolowanych z Boletus edulis (borowik
szlachetny). Badania in vifro i molekularne w modelu komérek raka okreznicy
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 zwiazku z tym wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Wsi im. Dr Witolda Chodzki w Lublinie o przyjecie
rozprawy doktorskiej mgr Marty Kingi Lemieszek i dopuszczenie do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie pragng podkresli¢c zdecydowanie ponadprzecigtna
pracochlonnos¢ przeprowadzonych badan oraz duzy potencjat aplikacyjny, dlatego tez

jednoczesnie wnioskuj¢ do Wysokiej Rady o wyréznienie recenzowanej dysertacii.

Rafal Filip
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