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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana lek. Jerzego Maksymowicza pod tytutem
“Ocena interakcji genotoksycznych szczepow E.coli z nabtonkiem jelita grubego
i wpltywu pektyn na aktywnos¢ przeciwnowotworowa irynotekanu”
zrealizowanej w Katedrze i Zakladzie Biofizyki i Neurobiologii Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu pod kierunkiem Pani Promotor

dr hab. n. med. Kamili Srody-Pomianek

Wiele dotychczas zgromadzonych danych wskazuje, ze pektyny mogq zwiekszac
efektywno$¢ leczenia raka jelita grubego (CRC), ktéry jest jednym z najczesciej
wystepujacych nowotwordw na swiecie. Pektyny jako sktadnik diety dziatajg na organizm
w sposob plejotropowy, jednak w ostatnim czasie wykazano m.in. synergizm dziatania
tego typu substancji z chemioterapeutykami oraz proapoptotyczne dziatanie na komorki
nowotworowe w warunkach in vitro. Wykazano takze hamujacy wptyw pektyn na
aktywnos$¢ induktoréw stanu zapalnego oraz tworzenie przez nie bariery chronigcej
nabtonek przed oportunistycznag mikroflorg jelitowa. Z drugiej jednak strony, nasza wiedza
na temat potencjalnej efektywnosci pektyn w terapiach przeciwnowotworowych wcigz
pozostaje w duzym stopniu niekompletna. By zmieni¢ taki stan rzeczy konieczne jest
rozszerzenie dotychczas przeprowadzonych badan o nowe preparaty petynowe i
przeprowadzenie wiekszej ilosci eksploracji na poziomie komérkowym ze szczegdlnym
naciskiem na poznanie molekularnych mechanizmoéw dziatania pektyn, szczegélnie w
potaczeniu z chemioterapeutykami.

Przedstawiona do oceny dysertacja naukowa wychodzi naprzeciw tym potrzebom. Jej
Autor postanowit przetestowaé¢ wptyw pektyny, ktére w sposdéb nowatorski byty
wyekstrahowane z wyttokéw jabtkowych przy wuzyciu m.in. endocelulazy lub
endoksylanazy, na komorki kilku linii wyprowadzonych z ludzkiego raka jelita grubego.
Chociaz podobne podejscie byto juz opisywane w literaturze, dotychczas zgromadzone
dane nie pozwolity na uzyskanie catosciowego i jednoznacznego opisu wspomnianych
zagadnien. Badania Doktoranta, dzieki wielopoziomowemu podejsciu metodologicznemu i
dociekliwej interpretacji uzyskanych danych, pozwalajg w znacznym stopniu przyblizy¢ sie
do tego celu.
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Autor pracy doktorskiej przedstawit swoje dokonania w postaci zestawu trzech,
powigzanych ze sobg tematycznie artykutéw. Dwa z nich to wieloautorskie prace
eksperymentalne opublikowane w czasopismach o miedzynarodowym zasiegu
(sumaryczny wspétczynnik oddziatywania Impact Factor przekracza 11): Cancers oraz
Pharmaceuticals. Trzecia praca to krétka monografia w jezyku polskim przedstawiajaca
zarys problematyki czesciowo pokrywajacej sie z meritum pozostatych artykutdw.
Doktorant jest jeszcze wspotautorem innej publikacji w czasopi$mie o IF przekraczajacym
3. Pomimo stosunkowo krotkiego czasu od opublikowania, prace eksperymentalne zostaty
juz zauwazone w srodowisku naukowym, o czym $wiadczy sumaryczna ilo$¢ cytowan
wynoszaca 24 (wg bazy Scopus na dzien sporzadzenia recenzji). We wszystkich artykutach
sktadajacych sie na rozprawe doktorskg lek. Jerzy Maksymowicz jest pierwszym
autorem/wspoétautorem. Dotgczone o$wiadczenia wspdtautoréow oraz informacje zawarte
w publikacjach (tzw. ,author contribution”) wyraznie wskazuja na znaczacy role
Doktoranta w powstaniu tych publikacji, polegajaca na przeprowadzeniu eksperymentéw

i analizy wynikow oraz udziale w planowaniu eksperymentéw.

Na rozprawe doktorska, oprocz wspomnianych powyzej publikacji sktadajgq sie
dodatkowe elementy przygotowane w jezyku polskim, takie jak streszczenie (takze w
wersji anglojezycznej), wstep, cele projektu, materiaty i metody oraz podsumowanie i
wnioski. Wspomniane elementy pracy majaq na celu przede wszystkim wprowadzenie
czytelnika w meritum publikacji stanowigcych rdzen dysertacji. Zaskakuje nieco raczej
waski zaséb informacji zawartych we wstepie, ktéry opatrzony jest odnosnikami do 29
pozycji literaturowych. Jest to kompilacja niemal dostownych ttumaczen fragmentéw
publikacji stanowigcych trzon pracy doktorskiej, co niestety z jednej strony przyczynia sie
do zubozenia przekazu (dublowanie informacji przedstawionych w innej czesci dysertacji
i brak uwzglednienia najnowszych doniesien literaturowych, w tym cytujacych prace
Doktoranta), a z drugiej wzbudza pewne watpliwosci w $wietle faktu, iz deklarowany w
publikacji IT udziat Doktoranta nie obejmuje przygotowywania i edycji oryginalnego tekstu.
Nasuwa sig pytanie kto jest rzeczywistym autorem wigkszosci tekstu w tej czeéci pracy.
W moim odczuciu rozdziat ten mogtby by¢ zdecydowanie bardziej rozbudowany poprzez
szerszy opis zagadnien waznych dla petniejszego zrozumienia dalszych czesci dysertacji
(na przyktad bardziej szczegétowe przedstawienie réznic strukturalnych pektyn
otrzymanych z réznych zrédet i réznymi metodami, réznorodnoéé funkcjonalng pektyn w

odniesieniu do choréb przewodu pokarmowego, omdwienie modeli stosowanych w
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badaniach nad nowotworami jelita grubego (w tym linii komérkowych stosowanych w
trakcie realizacji projektu doktorskiego), itp.). Bardzo dobrym posunieciem jest zebranie
szczegotowych celdw projektu badawczego w postaci zwieztej listy nastepujacej
bezposrednio po wstepie. Jedynie pierwszy punkt tej listy jest nieco mniej oczywisty, gdyz
przeglad doniesien literaturowych nie powinien by¢ celem samym w sobie, a raczej
srodkiem do wilasciwego osadzenia projektu w przestrzeni danej dziedziny naukowej.
Dalszg czes¢ pracy stanowi opis materiatéw i metod. Nie do kornca wiadomo jaka role ma
spetniac ten fragment, gdyz nie stanowi on rozszerzenia opiséw zawartych w stanowigcych
podstawe rozprawy publikacjach, a raczej jest ich wersjg skrécong wedtug nie do konca
jasnych kryteriow. Szkoda, ze autor nie wykorzystat tego rozdziatu do uzupetnienia opisu
materiatéw i metod (na przykfad o Zzrédto/pochodzenie szczepdéw bakteryjnych K-12, petny
opis procesu otrzymywania pektyn itp.) w takim zakresie, na ktéry zwykle nie pozwala
restrykcyjne podejscie redakcji czasopism do objetosci sktadanych do nich manuskryptéw.
Natomiast bardzo dobrym posunieciem jest zwiericzenie catosci rozdziatem zatytutowanym
~Podsumowanie i wnioski”, w ktérym Autor w sposéb zwiezty przedstawia swoje
najwazniejsze obserwacje, unikajac jednak przy tym bardziej wnikliwej dyskusji i
interpretacji. Ostatnie z wymienionych elementéw sg jednak odpowiednio rozbudowane w

oryginalnych publikacjach.

Badania, ktore przeprowadzit lek. Jerzy Maksymowicz w ramach realizacji projektu
doktorskiego maja nie tylko duza warto$¢ poznawcza, ale sa takze bardzo dobrym
przykfadem wiasciwego wykorzystania réznych podej$¢ metodologicznych w procesie
eksplorowania wtasciwie zidentyfikowanych obszaréw badawczych. Wspdlnym
mianownikiem obu prac eksperymentalnych jest ocena wptywu pektyn jabtkowych
otrzymywanych w rézny sposdb na komérki reprezentujgce nowotwory jelita grubego w
warunkach in vitro. W tym kontekscie nieco mylacy jest tytut rozprawy, ktory sugeruje
raczej badania nabtonka jelita, a nie badania z wykorzystaniem komérek w hodowlach. W
toku badan udato sie stwierdzi¢, ze badane pektyny negatywnie wptywaty na zywotnosc
komoérek raka jelita grubego, indukowaty apoptoze i zwiekszaty wewnatrzkomérkowy
poziom reaktywnych form tlenu. Pektyny te majq takze potencjat adjuwantéw terapii
irynotekanem i mogg dodatkowo ztagodzi¢ efekty uboczne tej terapii poprzez hamowanie
bakteryjnego enzymu beta-glukuronidazy oraz adhezji inwazyjnych szczepdw E.coli do
powierzchni komorek. Jak postuluje Doktorant, molekularny mechanizm dziatania
przeciwzapalnego i przeciwnowotworowego badanych pektyn moze sie czesciowo opieraé

0 galektyne-3 oraz receptory TLR4. Jednoczesénie wskazuje on, ze lepsze wiasciwosci
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przeciwnowotworowe pektyny PCX (frakcji izolowanej przy uzyciu endocelulazy i

endoksylanazy) moga wynika¢ z jej stosunkowo niskiej masy czasteczkowej oraz

wysokiego udziatu regionéw RG I (ramnogalakturonianu I)

Obie wspomniane powyzej publikacje oparte sg o bardzo podobne podejscia

eksperymentalne, przy czym dobér metod i sposéb realizacji badan nie budzi wiekszych

zastrzezen. Generalnie, konkluzje znajduja swoje odzwierciedlenie w przedstawionych

danych, a wyniki maja nie tylko warto$¢ poznawcza, ale takze potencjat aplikacyjny.

Niemniej, pojawia sie kilka opisanych ponizej kwestii, ktére wymagatyby bardziej

dogtebnej dyskusiji.

1.

Przede wszystkim fakt, iz badania prowadzono przy uzyciu ograniczonego repertuaru
linii komoérkowych, a w szczegdélnosci przy bardzo niewielkim udziale linii
nienowotworowych (jedna linia uzyta w niektorych eksperymentach) rodzi pytanie o
specyficznos¢ indukcji obserwowanych efektow cytotoksycznych i
proapoptotycznych wzgledem komoérek nowotworowych. Jedli sg przestanki do
przypuszczenia, ze badane pektyny nie dziatajg w ten sam sposdéb na komorki
zdrowe to jakie mechanizmy molekularne mogtyby sie kry¢ za tg specyficznoscig?
Autor rozprawy wskazuje, ze m.in. obserwowane przez niego efekty synergistyczne
sq zalezne od rodzaju komoérek nowotworowych.

Jakie jest prawdopodobienstwo, ze obserwowane efekty pektyno-zaleznej inhibicji
odpowiedzi prozapalnej komoérek po ich stymulacji za pomocg LPSu pozostajg w
zwigzku przyczynowo-skutkowym z indukcjq apoptozy i cytotoksycznoscig pektyn?
Zaréwno efekty cytotoksyczne/apoptotyczne jak i poziom interleukiny i
cyklooksygenazy byty badane 48 godz. po dodaniu do medium pektyn. Tego typu
potencjalne sprzezenie wydaje sie bardziej oczywiste jesli spojrzeé na inne wyniki
(na przyktad te wskazujgce na indukowany pektynami spadek ekspresji galektyny-
3).

Bardzo intrygujaco wyglada indukowany pektynami wzrost peroksydacji lipidow oraz
poziomu reaktywnych form tlenu w konfrontacji ze stwierdzeniem Autora rozprawy,
ze obserwacja ta pozostaje w oczywistej sprzecznosci z licznymi doniesieniami na
temat aktywnosci antyoksydacyjnej réznych preparatéw pektynowych.

Jakiego efektu pektyn na komorki nabtonka jelita grubego mozna bytoby sie
spodziewac¢ w warunkach in vivo, biorac takze pod uwage stezenia i czasy inkubacji

odpowiadajqce tym prezentowanym w rozprawie?
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Przedyskutowanie przedstawionych powyzej kwestii byloby cennym dopetnieniem i
dodatkowym potwierdzeniem tego, ze cykl publikacji stanowigcy podstawe recenzowanej
pracy doktorskiej stanowi nietuzinkowy wkfad w rozwdj reprezentowanej przez Autora
dziedziny naukowej.

W ujeciu formalnym praca wywiera pozytywne wrazenie. Btedy typograficzne,
gramatyczne i kolokwializmy wystepuja zaréwno w oryginalnych publikacjach jak i w
tekScie towarzyszacym tym publikacjom (kilka bardziej istotnych przyktadéw to: btedne
stezenie LPS podane w Figure 6 publikacji II, niewtasciwa pisownia nazwy enzymu
ksylanazy, uzycie stowa ,solo”). Wystepujg takze niedociggniecia edytorskie (np. brak
strony 3 publikacji I), a uktad poszczegdlnych czesci pracy nie zawsze jest przemyslany
(np. brak wiaczenia tzw. ,supplementary materials” publikacji eksperymentalnych,
odwrocona kolejnosé podsumowania poszczegdlnych publikacji w ostatnim rozdziale itp.).
Pragne jednak podkredli¢, ze wyszczegdlnione drobne niedociggniecia nie maja istotnego
wptywu na pozytywnq recepcje catej rozprawy, ktdra z pewnoscig stanowi wartosciowe
osiggniecie naukowe.

W moim przekonaniu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana lek. Jerzego
Maksymowicza spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dni 14 marca
2003 r. o stopnia naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.), a dorobek naukowy Doktoranta w petni uzasadnia
nadanie mu stopnia naukowego doktora w dyscyplinie naukowej nauki medyczne.
Niniejszym wnosze o dopuszczenie lek. Jerzego Maksymowicza do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

dr hab. Aleksander Czogalla
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