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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana lek. med. Jerzego Maksymowicza
zatytulowanej: ,,Ocena interakcji genotoksycznych szczepéw E. coli z nablonkiem jelita
grubego i wplywu pektyn na aktywnos¢ przeciwnowotworows irynotekanu”
wykonanej pod kierunkiem Pani dr hab. n. med. Kamili Srody-Pomianek

Podejmujac sie funkcji recenzenta w przewodzie doktorskim (na podstawie uchwaly nr
664/X/2022 Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
z dn. 27.10.2022), przygotowatam ocene rozprawy, biorac pod uwage oprécz strony formalnej,
trzy aspekty: oryginalnos¢ problemu naukowego i sposob jego rozwigzania, ogélng wiedze
teoretyczng Doktoranta w reprezentowanej dyscyplinie naukowej, a takze umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, zgodnie z art. 13 ust. 1 ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.

595, z p6Zn. zm.).

1. Ocena formalna pracy
Przedstawiona do oceny rozprawa sklada sie z krétkiego, opatrzonego bibliografia (29 pozydji)
wstepu, w zwiezly i klarowny spos6b wprowadzajacego czytelnika w poruszang problematyke.
W osobnym rozdziale sformulowane zostaly cele projektu badawczego, w ramach ktoérego
zrealizowana zostata praca doktorska. Kolejny rozdzial stanowig ,Materialy i metody”,
w ktorym Autor wymienia i bardzo zdawkowo opisuje zastosowane metody badawcze.
W czesci tej powinien znalez¢ sie szczegdtowy opis wylacznie tych procedur doswiadczalnych,
ktore Autor samodzielnie wykonal, zwlaszcza, ze nie ma tutaj limitu miejsca, z jakim czesto
spotykamy sie w publikacjach. Alternatywnie, mozna bylo wymieni¢ wykonane przez Autora
doswiadczenia i odesta¢ czytelnika do opisu metod w zalagczonych publikacjach. Nastepnie, na

47 stronach Autor zamieszcza przedruki publikacji stanowigcych podstawe rozprawy:

e, Newly Obtained Apple Pectin as an Adjunct to Irinotecan Therapy of Colorectal Cancer Reducing E. coli
Adherence and p-Glucuronidase Activity” Palko-Labuz, A.; Maksymowicz, J.; Sobieszczarnska, B.;
Wikiera, A.; Skonieczna, M.; Wesotowska, O.; Sroda-Pomianek, K. (2021) Cancers 13: 2952.




e, The Use of Endo-Cellulase and Endo-Xylanase for the Extraction of Apple Pectins as Factors Modifying
Their Anticancer Properties and Affecting Their Synergy with the Active Form of Irinotecan”
Maksymowicz, J.; Palko-Labuz, A.; Sobieszczariska, B.; Chmielarz, M.; Ferens-Sieczkowska, M.;
Skonieczna, M.; Wikiera, A.; Wesotowska, O.; Sroda-Pomianek, K. (2022) Pharmaceuticals 15: 632.

e “Biegunka indukowana chemioterapig - patofizjologia, obecne i przyszle kierunki leczenia”.
Maksymowicz, J.; Sroda-Pomianek, K. (2021) Badania i rozwéj mlodych naukowcéw w Polsce:
nauki medyczne i nauki o zdrowiu - choroby 2021, 62-67.

Nalezy podkresli¢, ze publikacje doswiadczalne wchodzace w sklad rozprawy majg wysoki
wspolczynnik wpltywu oraz punktacje przyznang przez MEiN (IF 5,215; 100 pkt oraz IF 6,575;
140 pkt).

W kilku miejscach w rozprawie (str. 15, 16, 67), omylkowo chyba, pojawia si¢ inaczej
sformutowany tytul publikacji w Cancers (2021): ,,Newly obtained apple pectin as an adjunct to
irinotecan therapy, presumptively reducing its side effects via influence on colonic E. coli p-
glucuronidase” . Ostatnia czes¢ rozprawy stanowi rozdziat “Podsumowanie i wnioski”, w ktérym
Autor w punktach zebral obserwacje, ktore wczeéniej zamieszczono w publikacjach
doswiadczalnych. Pojawiajg si¢ tutaj nieliczne bledy interpunkcyjne lub sformulowania nieco
zargonowe, np. skrot ,ROS” oznaczajacym reaktywne formy tlenu, cho¢ w jezyku polskim
stosuje sie raczej , RFT”. W czesci tej zabraklo bardziej uogéInionych wnioskéw porzadkujgcych
poczynione obserwacje, dotyczacych na przyktad zaleznosci sily dzialania preparatéw pektyn
od r6znic w ich budowie chemicznej oraz relacji pomiedzy wrazliwoscig poszczegélnych linii
nowotworowych na konkretne pektyny, a stopniem ich zlosliwosci. Do rozprawy dolaczono
réowniez oswiadczenia Wspotautoréow prac doswiadczalnych okreslajace bardzo ogélnikowo ich
wklad w powstanie tych publikacji oraz zgody Wspélautorow na uzycie publikagji

w przewodzie doktorskim.

2. Ocena oryginalnosci podjetego problemu badawczego i sposobu jego rozwiazania
Tendencja wzrostowa zachorowalnosci na raka jelita grubego oraz czestos¢ jego wystepowania
(trzecie miejsce wsréd najczesciej wystepujacych nowotworéw na $wiecie), stawiajg ten typ
nowotworu w czoléwce potencjalnie Smiertelnych choréb niezakaznych oraz stwarzajg
powazny problem dla systeméw ochrony zdrowia w wielu krajach. Dobér metod leczenia zalezy
od wielu czynnikéw, m.in. rodzaju, stanu zaawansowania 1 lokalizacji zmian nowotworowych,
jednak najczeSciej stosowane sa rozwigzania chirurgiczne, radioterapia oraz chemioterapia,
w tym irynotekan. Irynotekan (CPT-11) jest pochodng kamptotecyny, a jego aktywny metabolit
SN-38 poprzez blokowanie dziatania topoizomerazy I, enzymu aktywnego podczas replikacji
DNA, wywoluje pekniecia nici DNA w dzielacych sie komérkach i w konsekwengji ich émier¢.
SN-38 trafia z krwiag do watroby, gdzie wulega glukuronidacji przez UDP-




glukuronozylotransferazy i jako SN-38G wydzielany jest z z6lcig do przewodu pokarmowego.
Tam jednak moze nastepowac przeksztalcenie przez f-glukuronidazy bakteryjne z powrotem
do SN-38, co wywoluje uszkodzenie §luzéwki jelita i przyczynia si¢ do rozwoju biegunki
zaleznej od chemioterapii (CID).

W swojej pracy doktorskiej Pan Jerzy Maksymowicz zaproponowal wykorzystanie
preparatéw izolowanych enzymatycznie pektyn jabtkowych w potréjnej roli: (i) jako czynnika
synergistycznie wzmacniajacego cytotoksyczne dzialanie SN-38 na komoérki raka jelita grubego;
(ii) jako czynnika ograniczajacego adhezje potencjalnie patogennych szczepéw E. coli, ktére
moga nasila¢ biegunke wywolang przez chemioterapig; oraz (iii) jako inhibitora bakteryjnych p-
glukuronidaz dziatajacego w jelicie. Jest to pomyst bardzo nowatorski i wazny z perspektywy
klinicznej, poniewaz potwierdzenie synergizmu dzialania preparatéw pektynowych
z irynotekanem w warunkach in vivo mogloby stanowi¢ impuls do przetestowania obnizonych
dawek tego leku w formule skojarzonej z pektynami, co prawdopodobnie przelozyloby sie na
ograniczenie skutkéw ubocznych chemioterapii, w tym biegunek. Dzialanie hamujgce pektyn
na bakteryjne p-glukuronidazy powinno ograniczy¢ wsteczng konwersje metabolitu substangji
czynnej irynotekanu, ograniczajac jego negatywne dzialanie na zdrowga sluzéwke jelita. Pektyny
jako naturalny skladnik btonnika pokarmowego dodatkowo pozytywnie wplywajg na stan
§luzoéwki przewodu pokarmowego, moga tez pelni¢ role prebiotyku, wspomagajgc rozwdj
korzystnej mikrobioty.

Sposéb realizacji celow badawczych, jakimi byty: ocena dzialania cytotoksycznego
pektyn enzymatycznie izolowanych z wytlokéw jabtkowych oraz potencjalnego ich
wspoldziatania z SN-38; okreslenie mechanizmu cytotoksycznego dzialania pektyn; ocena
wplywu pektyn na aktywnos¢ bakteryjnej P-glukuronidazy oraz adhezje bakterii do
powierzchni komérek nowotworowych, nie nosi cech nowatorstwa: wykorzystane zostaty
ludzkie linie nowotworowe w typowej hodowli dwuwymiarowej, nie przeprowadzono tez
analizy aktywnosci zadnych wewnatrzkomérkowych $ciezek transdukcji sygnatu. Wazne
jednak, ze doswiadczenia wykonano na kilku liniach komérkowych, aby uzyska¢ bardziej
spojny obraz skutkéw biologicznych dzialania preparatéw pektyn. Szkoda, ze Autor nie
zaplanowal analiz, chocby tylko dla wybranych warunkéw doswiadczalnych, z uzyciem
hodowli tr6jwymiarowych, na przyklad sferoidow, ktére nie sg technicznie trudne do uzyskania,
a lepiej modeluja sytuacje komérek w guzie nowotworowym.

W kontekscie wymienionych w rozprawie celow dziwi sformulowanie pierwszej czesci
tytulu rozprawy: ,, Ocena interakcji genotoksycznych szczepow E. coli z nabtonkiem jelita grubego...”.
Po pierwsze nie wykorzystywano prawidlowego nabtonka jelita grubego, a interakcja (adhezja)

bakterii badana byla na tylko komorkach linii rakowych, ktére pod wieloma wzgledami r6znig
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sie od nabtonka prawidlowego (na co tez Autorzy zwracaja uwage w publikacjach bedacych
czesbcig rozprawy). Po drugie, wykorzystane w pracy szczepy bakterii Escherichia coli (AIEC LF82
oraz laboratoryjny niepatogenny szczep K12) nie wykazuja cech genotoksycznosci. Szczep
bakterii E. coli LF82 wykazuje fenotyp inwazyjno-adhezyjny (AIEC, ang. adhesive-invasive
E. coli), ale nie genotoksyczny i nie stwierdzono u niego jak do tej pory produkcji genotoksyn,
czyli zwiazkéw powodujacych uszkodzenia DNA, takich jak pekniecia jednej lub obu nici.
Szczepy E. coli wykazujace takie dzialanie nazywane sg genotoksycznymi i produkuja m.in.
toksyne peptydowo-poliketydows kolibaktyne, nie zostaly one jednak uzyte w pracy. W tekscie
rozprawy ani w publikacjach wchodzacych w jej sklad nigdzie nie pojawia sie sformulowanie
dotyczace genotoksycznosci, nie ma tez mowy o zwigzku szczepéw genotoksycznych z rakiem
jelita grubego, cho¢ taka korelacje rzeczywiscie opisano w wypadku kolibaktyny i bakterii E. coli
z grupy filogenetycznej B2, ktére jg produkuja [1]. By¢ moze Autor uzywajac okreslenia
~genotoksyczny szczep” mial na mysli szczep bakterii produkujacy

B-glukuronidaze, rozktadajaca glukuronid metabolitu irynotekanu (SN-38G) do formy
aktywnej leku (SN-38), ktory sam w sobie dziata genotoksycznie. Takie sformulowanie nie jest
jednak wlasciwe, poniewaz B-glukuronidazy sa powszechnie produkowane przez wiekszos¢
naturalnej mikrobioty zasiedlajacej przew6d pokarmowy czlowieka uwazanej za prawidliows,
w tym przedstawicieli gléwnych grup taksonomicznych: Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria

i Actinobacteria [2].

3. Ocena ogoblnej wiedzy i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej
Nietatwo jest oceni¢ og6lnag wiedze Doktoranta w przypadku rozprawy opartej na publikacjach
wieloautorskich, jednak mozna taka ocene przeprowadzi¢ na podstawie o$wiadczenia Pana
Jerzego Maksymowicza z dn. 12.01.2023. Doktorant bral czynny udziat w planowaniu oraz zajat
sie wykonaniem wigkszosci doswiadczen testujacych cytotoksyczno$é badanych preparatéw
pektynowych, opracowal réwniez uzyskane dane i przygotowal wykresy ilustrujgce zebrane
wyniki. Ponadto dokonal analizy Zrédel literaturowych i na jej podstawie zaplanowal
eksperymenty sprawdzajgce wplyw pektyn na przebieg cyklu komérkowego, wywotanie stresu
oksydacyjnego oraz apoptozy, a takze potencjalng modulacje stanu zapalnego. Na uwage
zwraca tez samodzielne przeprowadzenie analizy wspoéldzialania pektyn z aktywna forma
irynitekanu i wykazanie synergizmu. Doktorant uczestniczyl tez w oznaczeniach aktywnosci
bakteryjnej B-glukuronidazy oraz badaniu adhezji bakterii do powierzchni komorek, a takze
wykonat dokumentacje fotograficzng preparatéow mikroskopowych. Wiedza zdobyta
w czasie studiowania literatury tematu pozwolila réwniez Panu Jerzemu Maksymowiczowi

na wspoétdecydowanie o ostatecznym ksztalcie publikacji, w tym na formutowanie wnioskow
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oraz odpowiedzi na uwagi redakcji. Powyzsze dokonania $wiadcza o tym, ze zdobyl
do$wiadczenie, umiejetnosci i wiedze konieczng do prowadzenia samodzielnej pracy naukowej
w przysztosci. Ponizej zamieszczam szczegbélowe uwagi i komentarze odnosnie wyboru metod

badawczych oraz interpretacji niektérych wynikow.

3.1 Komentarze do metodyki

3.1.1. Wybor modelu badawczego. W pracach wykorzystano trzy linie komérkowe: HCT 116 - linia
raka jelita grubego oraz Caco-2 i HT-29 - linie gruczolakorakéw jelita grubego, sposréd tych linii
HCT 116 reprezentuje najbardziej zaawansowany nowotwoér, o wysokim stopniu
odréznicowania, z duzym odsetkiem komoérek macierzystych nowotworu (ang. cancer stem
cells, CSCs) [3]. Komorki dwoch pozostatych linii mozna w warunkach laboratoryjnych
zroznicowaé do komorek przypominajacych prawidlowe enterocyty (Caco-2), lub komérki
kubkowe (HT-29). Wyb6r takich, a nie innych linii komérkowych uzasadniono faktem, ze czesto
sa wykorzystywane w badaniach, r6znig sie profilem mutacji oraz pochodza od pacjentéw
réznej plci. Dziwi jednak fakt, ze w uzasadnieniu pominieto informacje na temat statusu
ekspresji genéw i poziomu bialek, ktére Autorzy uznali za kluczowe, czyli receptora
Toll-podobnego 4 (TLR-4) oraz galektyny-3: linia HT-29 posiada wysoki poziom ekspresji
zar6wno TLR-4 jak galektyny-3; linia Caco-2 posiada bardzo niski, prawie niewykrywalny
poziom TLR-4, ale dos¢ wysoki poziom galektyny-3, a linia HCT 116 wykazuje bardzo niski
poziom obu tych biatek [4, 5].

Wyboér linii komérkowych do doswiadczen z badaniem adhezji bakterii E. coli LF82 1 K12
padl na linie HCT 116 oraz Caco-2, co Autorzy uzasadnili stwierdzajac, ze adhezja bakterii moze
wplywac¢ na inicjacje i progresje w przypadku raka jelita grubego (Cancers, 2021, str. 13, wiersz
2). Jest to prawda, jednak w takim razie logicznym wyborem bytaby hodowla prawidlowego
ludzkiego nabtonka jelitowego (np. stosowana przez Autoréw linia fetal human colon epithelium,
FHC) lub hodowla komérek HT-29, ktéra moze by¢ wzglednie tatwo zré6znicowana do komoérek
kubkowych produkujacych mucyny [6]. Jest to wazne, poniewaz nablonek jelitowy
w warunkach fizjologicznych pokryty jest §luzem zawierajagcym m.in. mucyny, ktére maja
wplyw na adhezje bakterii i chronig powierzchnie komoérek przed kontaktem z patogennymi
bakteriami, a moga sprzyja¢ adhezji gatunkéw i szczep6w pozytecznych.

3.1.2. Analiza markerow stanu zapalnego. W obu pracach doswiadczalnych zdecydowano sie na
pomiar poziomu bialek zwigzanych ze stanem zapalnym: wewnatrzkomérkowego enzymu
odpowiedzialnego za synteze prostaglandyn - cyklooksygenazy 2 (COX-2) oraz cytokiny

prozapalnej - interleukiny 6 (IL-6), natomiast w artykule opublikowanym w Pharmaceuticals




(2022) sprawdzano ponadto poziom receptora TLR-4 w liniach komérkowych raka jelita.
Zainteresowanie Autoréw stanem zapalnym jest naturalne, poniewaz wiadomo, ze endo-
i egzogenne czynniki prozapalne pelniag wazng, cho¢ niejednoznaczng role w powstawaniu
i progresji, ale réwniez zwalczaniu raka jelita grubego. Dodatkowo enzym COX-2 odpowiada
za poziom prostaglandyny PGE; w §luzéwece jelita, ktora jest niezwykle wazna dla naturalnego
procesu odnowy nablonka, a takze regeneracji jego uszkodzeni [7]. Stan zapalny jest réwniez
czynnikiem wplywajacym na rozwéj biegunek w czasie chemioterapii.

Powstaje jednak pytanie, czy badanie poziomu COX-2 i IL-6 akurat w komoérkach
rakowych jest zasadne, poniewaz za stan zapalny w jelicie odpowiadaja zwykle gléwnie
immunokompetentne komorki zasiedlajgce blaszke wlasciwg Sluzowki, m.in. makrofagi,
neutrofile oraz komorki limfoidalne. Komoérki nablonkowe stabo reaguja na prozapalne
komponenty bakterii, takie jak lipopolisacharyd (LPS), z powodu niskiego poziomu ekspresji
receptorow dla LPS, gléwnie TLR-4. Jest to naturalny mechanizm zabezpieczajacy przed zbyt
tatwym wybuchem zapalenia podczas ciagtej ekspozycji na komponenty bakterii w niezwykle
gesto zasiedlonym przez mikrobiote srodowisku, jakim jest jelito grube. Z kolei komorki
dendrytyczne i makrofagi patrolujgce blaszke wlasciwa, szybko i intensywnie reagujg na
bakterie i ich metabolity, ktore przedarly sie przez scisla warstwe komoérek nablonkowych. Taka
sytuacja ma miejsce w przypadku uszkodzenia i utraty szczelnosci sluzéwki jelita podczas
chemioterapii, kiedy komoérki immunokompetentne blaszki wlasciwej moga wejs¢ w kontakt
zarowno z LPS jak tez pektynami, dlatego lepszym wedlug mnie modelem badania
przeciwzapalnego dziatania pektyn byloby zastosowanie na przyklad wybranej ludzkiej linii
monocytarnej.

Kolejng sprawa jest nietypowy plan stymulowania komérek za pomocg LPS w celu
wywolania stanu zapalnego: komorki inkubowane byty 24 godziny w obecnosci LPS, a nastepnie
dodawano preparaty pektyn na 48 godzin, po czym zbierano komoérki i przygotowywano z nich
lizaty. Reakcja w odpowiedzi na bodziec prozapalny jest z reguty bardzo szybka: po zwigzaniu
LPS z blonowym receptorem wewnatrzkomérkowe szlaki transdukcji sygnatu (np. szlak
prowadzacy do aktywacji czynnika NFxB) sa kaskadowo aktywowane w przeciggu kilkunastu
- kilkudziesieciu minut po dodaniu LPS, co pozwala wlaczy¢ transkrypcje genow w kilka
godzin, a docelowe biatka efektorowe wytwarzane i wydzielane sa w ciggu kolejnych kilkunastu
godzin. Po zwigzaniu LPS receptory blonowe (takie jak TLR-4, czy TLR-2) ulegaja internalizacji
i sa wewnatrz komorki degradowane badz redystrybuowane, a komoérka przez jakis czas jest
mniej reaktywna na kolejne bodzce. Jednym stowem, dodanie pektyn po 24 godzinach od
dodania LPS nie pozwala na sprawdzenie ich wptywu na kluczows i najbardziej dynamiczng

faze zapalenia. Z tego wzgledu w typowym ukladzie doswiadczalnym badany zwigzek (tu na
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przyklad pektyna) dodawany jest do komoérek na okres tzw. pre-inkubagji, a potem z kolei LPS
i prébki analizowane sa w wybranym czasie po jego podaniu, jednak zwykle znacznie kr6tszym
niz 72 godziny. Zaré6wno w pracy opublikowanej w Cancers (2021) jak i Pharmacuticals (2022)
probki zbierane byly 72 godziny po dodaniu LPS, co moglo spowodowag, ze otrzymane wyniki
sa nie calkiem miarodajne.

Nastepny problem pojawia sie¢ w przypadku wyboru metody oznaczania ilociowego
biatek COX-2, IL-6 i TLR-4, jakim byly testy ELISA. Testy ELISA (w tym te wykorzystane
w pracy) sa przeznaczone do pomiaru stezenia wybranego biatka w plynach biologicznych
takich jak surowica, osocze krwi, mocz, czy plyn pohodowlany po odwirowaniu komorek.
Zwykle nie sg stosowane w przypadku lizatéow komérkowych, jak to zostalo przeprowadzone
w obu pracach. Zaskakuje fakt, ze IL-6, ktora jest typowym biatkiem wydzielniczym, nie zostala
oznaczona w plynie pohodowlanym, ale wtasnie w lizacie. Taki sposéb analizy pomija catkiem
pomiar ilosci cytokiny wydzielonej do pozywki i powoduje trudne do oszacowania zanizenie
rzeczywistej produkgji IL-6. Ponadto bialka takie jak TLR-4 czy galektyna-3, moga wystepowac
w réznych kompartmentach komoérkowych i znaczna ich frakcja jest zwigzana z blonami.
W trakcie przygotowania lizatu zwykle nastepuje etap wirowania, ktéry pozwala oddzieli¢
klarowny supernatant (probke) od osadu, w ktérym znajduja sie fragmenty blon z uwiezionymi
w nich biatkami powierzchniowymi (np. TLR-4, czy Gal-3) lub biatkami niektérych organelli.
Natomiast jezeli na plytke do testu ELISA nakladany byt lizat niewirowany (tzw. crude lysate),
to z pewnoscia fragmenty blon z biatkami zostaly wymyte z plytki podczas plukania.
Z powyzszych powodéw biatka takie jak TLR-4 czy Gal-3 sy szczegllnie trudne do analizy
ilosciowej, a juz na pewno ELISA nie jest w ich przypadku preferowang metoda oznaczania.
Jest réwniez zaskakujace, ze Autorzy postugujacy sie biegle cytometrig przeplywowa (czemu
dali wyraz wykorzystujac te technike do badania apoptozy oraz cyklu komoérkowego),
nie zastosowali jej do oznaczenia ilos§ciowego populacji komérek z powierzchniowa ekspresjg
TLR-4 i Gal-3, jak réwniez po wykonaniu permeabilizacji komoérek detergentem mozna bylo
sprawdzi¢ wewnatrzkomoérkowa obecnos¢ tych biatek. Alternatywnie, mozna w czasie lizy
komorek wyodrebni¢ frakcje biatek blonowych, frakcje bialek cytoplazmatycznych lub jeszcze

innych organelli i pétilosciowo oznaczy¢ wybrane biatka metodg immunoblottingu.

3.1.3. Dobor metod statystycznych. Do analizy wynikéw doswiadczenn zamieszczonych
w opublikowanych pracach [Cancers (2021) i Pharmaceuticals (2022)] oraz badania r6znic miedzy
srednimi uzyto testu t Studenta. Test ten stosuje si¢ do analizy réznic pomiedzy dwiema
grupami (np. zabieg doswiadczalny i kontrola), tutaj natomiast mamy do czynienia z kilkoma

grupami do$wiadczalnymi (np. kontrola i r6zne rodzaje preparatéw pektynowych), poddanymi
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dzialaniu jeszcze kolejnych czynnikéw (dodatek lub brak dodatku SN-38 czy tez LPS). W takim
przypadku nalezaloby zastosowaé raczej analize wariancji jedno- lub dwuczynnikowa
w zaleznosci od typu doswiadczenia i pytania, na jakie to doswiadczenie ma da¢ odpowiedz.
ANOVA oraz zastosowanie odpowiednich testéw post-hoc pozwala na uzyskanie o wiele
wiekszej ilosci informacji z tych samych danych, niz testowanie poszczegélnych par grup
testem ¢, w tym nie tylko na wykrycie réznic w zmiennosci w obrebie i pomiedzy grupami
doswiadczalnymi, ale rowniez na wykrycie interakcji pomiedzy czynnikami (komorki reaguja
inaczej na kazdg z pektyn w obecnosci SN-38, a inaczej pod nieobecno$¢ tego czynnika)
i potwierdzenie jej istotnosci statystycznej. W kontekscie zainteresowania Autora synergizmem
pomiedzy pektynami a SN-38 statystyczne potwierdzenie istnienia interakcji byloby jak

najbardziej uzasadnione.

3.2. Komentarze do opisu wynikéw

3.2.1. Cytotoksyczne dziatanie pektyn oraz synergizm z SN-38. W pracach doswiadczalnych
stanowigcych trzon rozprawy doktorskiej testowano trzy preparaty pektyn ekstrahowanych
enzymatycznie z wytlokéw jabtkowych: (1) PC izolowany za pomoca celulazy, o masie
czasteczkowej 589 kDa i $redniej zawartosci cukréw obojetnych, (2) PX izolowany za pomoca
ksylanazy, o masie czasteczkowej 899 kDa i najwiekszej zawartosci cukréw obojetnych oraz (3)
PCX izolowany przy uzyciu obu enzyméw, o masie czasteczkowej 419 kDa i najnizszej
zawartosci cukréw obojetnych [8]. Wysokie masy czasteczkowe i wysoka zawartos¢ cukréow
obojetnych swiadczg o obecnosci rozgalezionych frakcji ramnogalakturonianu I i II, oprocz
podstawowej frakcji homogalakturonianu o r6znym stopniu metylacji [8].

Zmniejszenie liczby zywych komérek w hodowlach poddanych dziataniu preparatéow
pektyn podawanych samodzielnie lub razem z SN-38 jest dobrze udokumentowane,
aw polaczniu z analiza dystrybucji komoérek w poszczegélnych fazach cyklu komérkowego
i potwierdzeniem wystepowania apoptozy dwiema niezaleznymi metodami stanowi mocny
dowdd eksperymentalny na biologiczne dzialanie pektyn. Na uwage zastuguje réwniez analiza
izobolograficzna wynikéw otrzymanych po zastosowaniu kilku stezeni preparatéw pektyn
w kombinacji z r6znymi dawkami SN-38 oraz wylonienie kombinacji stezefi preparatéw pektyn
wykazujacych dziatanie synergistyczne z SN-38 podawanym w stezeniach ponizej wartosci ICso
dla tego zwiagzku, czyli ponizej 7,5 - 10,3 nM, w zaleznosci od linii komérkowej. Synergizmu
dzialania nie wykazano pomiedzy SN-38, a komercyjnie dostepnym preparatem pektyn
PectaSol-C, cho¢ w przypadku tego preparatu testowano tylko jedna kombinacje stezei.

Stwierdzono ponadto, ze preparat pektyn PX, o najwyzszej masie czasteczkowej oraz

najwyzszym udziale cukréw obojetnych, a wiec prawdopodobnie najbogatszy we frakcje




ramnogalakturonianu I i II, byl szczeg6lnie skuteczny w kombinacji z SN-38 w przypadku linii
HT-29, natomiast w przypadku linii HCT 116 i Caco-2 lepiej sprawdzal sie preparat PCX,
0 najmniejszej masie czasteczkowej i zawartoéci cukréw obojetnych. Niestety, preparat PC
przetestowany zostal tylko na jednej linii, HCT 116, tym niemniej i w jego przypadku

zademonstrowano dzialanie synergistyczne z SN-38.

3.2.2. Stan zapalny. Z powodu opisanych wyzej uwag do metodyki wykorzystanej
do oznaczenia bialek zwigzanych ze stanem zapalnym, w mojej opinii uzyskane wyniki nie s
do konica wiarygodne: na wykresach 8A, B i C w publikacji w Pharmaceuticals (2022) stupki
pokazujace poziom COX-2, IL-6 i TLR-4 w komoérkach HT-29 niestymulowanych LPS wskazujg
odpowiednio: okoto 40 pg/ml COX-2, okoto 70 pg/ml IL-6 i az 40 ng/ml TLR-4, czyli ilos¢
TLR-4 jest az o trzy rzedy wielkosci wieksza niz pozostalych bialek! Wydaje sie to
nieprawdopodobne, poniewaz bialek receptorowych w komorkach jest zawsze mniej niz
wewnatrzkomorkowych (jak np. COX-2), a ich poziom i lokalizacja sg §ciSle regulowane. Tutaj
na dodatek nie opisano sposobu przygotowania lizatu komérkowego do testu ELISA, nie
wiadomo, czy zawieral komponenty blonowe, czy nie.

Kolejnym problemem w przypadku danych z testéw ELISA jest brak normalizacji
wyniku na liczbe komoérek w prébce lub stezenie biatka w prébce: z wynikéw cytotoksycznosci
preparatéw pektyn pokazanych na rys. 1 (Cancers, 2021; Pharmaceuticals, 2022) wida¢ znaczny,
okoto 50-60% spadek liczby zywych komorek przy stezeniu pektyn 0,2 mg/ml (co jest zreszta
przeanalizowane pdzniej pod katem wysokiego odsetka komoérek apoptotycznych oraz wzrostu
liczby komorek nekrotycznych). Takiej samej sytuacji mozemy spodziewac sie w doswiadczeniu
z LPS. Z opisu osi na wykresach oraz metodyki wynika, ze poziom badanych biatek wyrazony
jest w jednostkach stezenia (pg/ml lub ng/ml) w lizacie, nie za§ w przeliczeniu na pojedyncza
komorke albo na pg biatka w prébee (takiej informacji nie ma tez w metodyce), czyli spadek
poziomu badanych bialek po inkubacji z pektynami lub LPS i pektynami moze wynikac
wylacznie z tego, ze w prébee bylo znacznie mniej zywych komoérek. Podobny zarzut dotyczacy
normalizacji mozna wysungé¢ do wynikéw dotyczacych poziomu galektyny-3 w lizatach
(Pharmaceuticals, 2022, rys. 9).

Bardzo dziwi réwniez stwierdzenie Autoréw zamieszczone w dyskusji (Pharmaceuticals,
2022, str. 12, wiersze 47-48,), ze zdolnos¢ pektyn do wigzania si¢ do TLR-4 mierzono testem
ELISA. To nie bylo mozliwe, bo w tescie ELISA wykrywano wigzanie biatka TLR-4 obecnego
w lizacie z przeciwcialem, natomiast wielkoczgsteczkowe pektyny (419 i 899 kDa) pozostaly
w plynie pohodowlanym (nie moga one wnika¢ do komorek, nie bylo ich zatem w lizacie).

Dyskusyjny jest rowniez wyb6r TLR-4 jako biatka-kandydata do wytlumaczenia dziatania
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przeciwzapalnego pektyn, poniewaz wszystkie trzy badane linie komorkowe reagowaly na
pektyny i LPS w prawie identyczny sposéb (Pharmaceuticals 2022, rys. 8, 56), ale tylko jedna
z tych linii (HT-29) produkuje wykrywalne ilosci TLR-4. Dalej w dyskusji Autorzy rzeczywiscie
pisza, ze za dzialanie LPS odpowiada prawdopodobnie inny receptor, na przyklad TLR-2. Skoro
tak, to szkoda, ze w pracy nie zaplanowano zbadania tego watku, zamiast TLR-4. Rola TLR-2
jest prawdopodobna, poniewaz wszystkie trzy linie HCT 116, Caco-2 i HT-29 wykazuja ekspresje
TLR-2 [9,10], ale w takim razie lepiej byloby uzy¢ do wywolania stanu zapalnego selektywny
ligand dla TLR-2, np. lipopeptyd Pam3CSK4.

3.2.3. Badanie poziomu galektyny-3. Galektyna-3 jest bialkiem, ktore jest w komérkach obecne
w wielu przedzialach: na powierzchni blony komoérkowej, w cytoplazmie, w jadrze
komoérkowym i w mitochondriach, a takze moze by¢ wydzielana poza komoérke i 1aczy¢ sie
z biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowej. Autoréw interesowat poziom
wewngtrzkomorkowej galektyny-3 (czyli prawdopodobnie sumaryczna ilos¢ ze wszystkich
przedziatéw: cytoplazmy, jadra komérkowego, mitochondriéw), stad wykonanie oznaczenia
ELISA na lizatach komoérkowych. Nie przedstawiono metody przygotowania lizatéw, skladu
buforu lizujacego ani kontroli w postaci detekcji biatek markerowych, wiec nie wiemy, czy liza
byla wydajna. Pytanie to wydaje si¢ zasadne w kontekscie danych literaturowych, ktére
wskazuja, ze linie rakow jelita grubego r6znig sie ekspresjg galektyny-3: HCT 116 i HT-29 maja
bardzo niski poziom biatka galektyny-3, natomiast Caco-2 wysoki [4], z wyniki podane w
publikacji w Pharmaceuticals (2022) na rys. 9 oraz aneksie do pracy z danymi uzupelniajgcymi
sugerujg, ze poziom galektyny-3 we wszystkich liniach jest bardzo podobny i dos¢ duzy, rzedu
30-40 ng/ml (rys. S7). Poza tym nie jest jasne, dlaczego wyniki tego testu ELISA Autorzy
interpretujg jako dowo6d na bezposrednig interakcje pomiedzy pektynami, a galektyna-3
(Pharmaceuticals, 2022, str. 13, wiersz 27). Pektyn nie bylo przeciez w lizacie komérkowym,

poniewaz pozostaty w plynie pohodowlanym, zanim sporzadzono lizaty do testu ELISA.

3.2.4. Poziom reaktywnych form tlenu w komorkach oraz peroksydacja lipidéw. Jak stwierdzono,
preparaty pektyn PX i PCX wywolaly znaczny wzrost produktéw peroksydacji lipidow
(aldehydu dimalonowego, MDA) oraz wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (RFT),
zwlaszcza w przypadku komoérek inkubowanych z pektynami w obecnosci SN-38. Autorzy nie
pokusili sie 0 wyjasnienie, jaki mogt by¢ mechanizm takiego dzialania pektyn ijakie ewentualnie
szlaki przekazywania sygnalu w komorce byly za to odpowiedzialne. Jak wspomniano powyzej,
pektyny ze wzgledu na swojg mase czasteczkowq nie wnikajg do komoérek ani nie sa przez nie

pobierane, wiec w wywolywaniu stresu oksydacyjnego wewnatrz musza posredniczy¢ jakies
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dodatkowe czynniki. Szkoda tez, ze nie wykonano doswiadczenia z oznaczaniem MDA i RFT
w hodowli ludzkich prawidlowych komérek FHC (stosowanych przez Autoréw
w doswiadczeniach z oznaczaniem cytotoksycznosci) w obecnosci pektyn. Wynik takiego
do$wiadczenia pomoglby stwierdzi¢, czy pektyny wywoluja stres oksydacyjny selektywnie
w komorkach nowotworowych (na przyktad z powodu niewydajnego aparatu enzymatycznego
chronigcego przed stresem oksydacyjnym), czy tez jest to dziatanie uniwersalne, obserwowane

w hodowlach komérek bez wzgledu na transformacje nowotworowa.

3.2.5. Hamowanie dziatania bakteryjnej p-glukuronidazy. Bardzo ciekawe i wazne jest stwierdzenie
inhibicji B-glukuronidazy w lizatach z bakterii E. coli szczepé6w LF82 i K12 przez preparat pektyn
PC (Cancers, 2021, Rys. 9). Dzialanie hamujace w przypadku PC jest znacznie silniejsze niz
w przypadku dostepnego komercyjnie preparatu PectaSol-C. Autorzy wyciggaja wniosek, ze
preparat PC moéglby lagodzi¢ biegunke wywolang przez SN-38 hamujac rozkladanie SN-38G.
Powstaje jednak pytanie, czy ten wniosek nie jest zbyt daleko idacy, poniewaz mikrobiota
jelitowa produkujaca f-glukuronidazy jest bardzo zréznicowana, a enzymy te majg r6zna
budowe centrum aktywnego: niektére sa dostosowane do hydrolizy wigzan
B-glikozydowych w obrebie duzych substratéw jak polisacharydy, a inne umozliwiajg hydrolize
tylko drobnoczasteczkowych glikozydéw [2]. Oprécz tego, u czesci bakterii, w tym E. coli,
B-glukuronidaza posiada lokalizacje wewnatrzkomoérkowa oraz czesciowo jest wydzielana do
przestrzeni periplazmatycznej [2]. W opisanym w pracy doswiadczeniu inhibicje wykazano
podczas inkubacji pektyn z lizatem bakteryjnym, a wiec lokalizacja enzymu nie byla istotna.
W warunkach in vivo wielkoczasteczkowa pektyna nie bedzie miala dostepu do enzymu
zlokalizowanego w przestrzeni periplazmatycznej, podczas gdy SN-38G majacy mala mase
czasteczkowa ma szanse tam si¢ dostac i ulec hydrolizie, nie zawsze wiec mozna sie spodziewac,
ze pektyny skutecznie zahamuja konwersje wsteczng SN-38G do SN-38.
W zwiagzku z powyzszymi uwagami prosze, aby Doktorant odniost sie do nich w czasie obrony,
zwracajac szczegdlnie uwage na:
1. Wytlumaczenie racji stojacych za uzyciem opisanego modelu doswiadczalnego stanu
zapalnego, w tym schematu stymulacji LPS
2. Wyjaénienie sposobu przygotowania prébek do ilosciowego oznaczania poziomu
COX-2, IL-6, TLR-4 i Gal-3 oraz mozliwego wplywu tego sposobu na uzyskane wyniki.
Prosze tez o odpowiedzi na nastepujace pytania:
1. Czy obnizenie liczby zywych komorek linii FHC w hodowli w obecnosci pektyn PX
i PCX wynikalo z zahamowania proliferacji czy tez z cytotoksycznosci (zwigkszonej

liczby martwych komoérek)?
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2. Czy mozna zauwazy¢ korelacje pomiedzy wrazliwoscia na cytotoksyczne dziatanie
pektyn, a tempem proliferacji w badanych liniach nowotworowych?

3. Jaki mechanizm moze by¢ odpowiedzialny za wywolywanie stresu oksydacyjnego przez
pektyny? Czy pro-oksydacyjne dzialanie pektyn ma zwigzek z ich budowa, w tym
zawartoscia frakgji HG, RGI, RGII (PC wydaja sie mie¢ silniejsze dziatanie niz PX i PCX)?

4. Czy synergistyczne dzialanie preparatéw pektyn jabtkowych PC, PX i PCX z aktywna
formg irynotekanu mozna skorelowa¢ z budowa tych pektyn oraz ewentualnym ich
dziataniem na receptory TLR?

5. Jaki moze by¢ mechanizm hamowania aktywnosci bakteryjnej B-glukuronidazy przez
pektyny: czy inhibicja kompetycyjna, czy jaki$ inny mechanizm, tlumaczacy réznice

w dziataniu pektyny PC oraz PectaSol-C mégltby by¢ zaproponowany?

4. Podsumowanie

Mimo przedstawionych powyzej uwag krytycznych uwazam, ze zawarte w publikacjach
doswiadczalnych wyniki, zwlaszcza te dotyczace dzialania synergistycznego pomiedzy
preparatami enzymatycznie izolowanych pektyn, a aktywnym metabolitem irynotekanu istotnie
poszerzaja obecny stan wiedzy na temat biologicznego dzialania pektyn. Uzyskane wyniki majg
duze znaczenie aplikacyjne i moga by¢ w przyszlosci wykorzystane do planowania badan
klinicznych dotyczacych nowych, skojarzonych formul podawania irynotekanu. Duzym atutem
pracy jest zademonstrowanie biologicznej aktywnosci dobrze scharakteryzowanych i réznigcych
sie pomiedzy soba preparatow pektyn. Cytotoksyczne i proapoptotyczne dzialanie réznych
preparatow pektyn zostalo gruntownie przebadane na kilku liniach komérkowych raka jelita
grubego, co daje podstawy sadzi¢, ze moze to by¢ zjawisko uniwersalne. Interesujgce
i warto$ciowe sa rowniez wyniki demonstrujace pro-oksydacyjne dzialanie pektyn oraz inhibicje
bakteryjnej B-glukuronidazy, te watki badawcze zasluguja z pewnoscia na rozwiniecie
w przyszlosci.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana lek. med. Jerzego
Maksymowicza spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.), w zwigzku z czym wnioskuje o dopuszczenie Doktoranta

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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