Prof. dr hab. Juliusz Przystawski Poznan, dnia 15.07.2019 roku
Katedra i Zaktad Bromatologii

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Recenzja pracy doktorskiej pt.:

,Modyfikacje profilu kwasow ttuszczowych oraz statusu oksydacyjnego
u szczuréw w warunkach procesu nowotworowego, jako efekt wpltywu
granatowca wilasciwego i przepekli ogoérkowatej”, wykonanej przez mgr farm.
Tomasza Lepionke w Zaktadzie Bromatologii Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Biatek

Ocena wyboru tematu

Choroby nowotworowe, obok choréb uktadu sercowo-naczyniowego stanowig
jedna z gtéwnych przyczyn zgonow wérdd spoteczenstw krajow wysoko rozwinigtych.
charakter wrodzony - sa niemdyfikowalne (pte¢, wiek, rasa, predyspozycje
genetyczne) lub zwigzany z szeroko pojetym $rodowiskiem zewnetrznym cztowieka.
Wptyw na modyfikacje czynnikéw ryzyka, ktére majg podtoze dziedziczne, jest z reguty
ograniczony, natomiast ograniczenia te w mniejszym stopniu dotyczg czynnikow
zwigzanych ze srodowiskiem. W tej grupie, szczegblne miejsce zajmujg te, ktore sa
zwigzane ze stylem zycia, ktérego skiadowg jest wiasciwy sposob zywienia,
determinowany miedzy innymi odpowiednig jakos$cig zdrowotng zywnosci. Czynniki
zywieniowe majg wptyw zaréwno zwiekszajacy, jak i zmniejszajgcy ryzyko rozwoju
choréb nowotworowych. Wigze sie to z obecnoscig okreslonych zwigzkow
chemicznych — sktadnikow zywnosci takich jak: fitoestrogeny, resweratrol, kwasy
thuszczowe nasycone i wielonienasycone z rodziny n-6 oraz sprzezone dieny i trieny
kwasow ttuszczowych o 18 atomach wegla. Wazna sktadowg sa réwniez niewtasciwe
zachowania zywieniowe, jako efekt niewtasciwie zbilansowanej i mato urozmaicone;
diety. W badaniach epidemiologicznych podkresla sie rowniez role tzw. ,uzywek”

zwiekszajacych ryzyko rozwoju choréb nowotworowych okreslonych narzgdéw,



ukfadéw, tkanek, a sztandarowym przyktadem jest zwigzek pomiedzy spozyciem
alkoholu i zapadalnoscig na nowotwory gruczotu sutkowego. Badania z tego zakresu
sg niezwykle cenne, bowiem statystyki epidemiologiczne alarmujg, ze nowotwory
gruczotu sutkowego, stanowig dominujaca grupe zachorowan wsréd kobiet, i stanowig
druga, gtébwng w skali globalnej przyczyne zgonéw. Pomimo postepdw w profilaktyce i
leczeniu tej grupy nowotworéw, nadal obserwuje sie trend rosngcy, pomimo wzrostu
wskaznikow przezywalnosci. Nowotwory gruczotu sutkowego stanowig nie tylko
powazny problem kliniczny lecz takze spoteczny, ktéry dotyczy zaréwno kobiet
zamieszkujgcych kraje rozwiniete, jak i bedace na etapie rozwoju. W kontekscie
powyzszych faktéw za niezwykle stuszne i celowe, wydaje si¢ podejmowanie badan,
ktore poszerzytyby naszg wiedze w zakresie wzajemnych powigzan pomiedzy
wplywem czynnikéw zewnetrznych (dieta, sktad kwaséw ttuszczowych, zwigzki
farmakologicznie czynne wystepujagce w produktach spozywczych, w szerszym
aspekcie - styl zycia) i wewnetrznych (hormony, stany patologiczne, uwarunkowania
genetyczne) na promocje lub hamowanie proceséw nowotworzenia. Szczegodlne
miejsce w badaniach z tego zakresu, znajdujg prace dotyczgce mozliwosci
wykorzystania surowcéw pochodzenia roslinnego, ktorych skfad fitochemiczny
wskazuje na potencjalng aktywnos$¢ przeciwnowotworowg — zwtaszcza w kontekscie
raka gruczotu sutkowego. Nie dziwi zatem fakt, ze problematyka ta stata sig¢ takze
tematem wiodacym rozprawy doktorskiej mgr farm. Tomasza Lepionki w ktorej — w
oparciu o model zwierzecy (zgoda: nr 53/2013 oraz 54/2015 — Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie), okreslono wptyw oleju z
granatowca wiasciwego (Punica granatum, Punicaceae) i ekstraktu wodnego z
przepekli ogérkowatej (Momordica charantia, Cucurbitaceae), na ryzyko powstania
raka gruczotu sutkowego w warunkach chemicznie indukowanej kancerogenezy.
Wybér tematu badan nalezy uzna¢ za trafny i aktualny, rokujgcy uzyskanie wynikow
badan o duzym fadunku poznawczym jak i praktycznym. Potwierdza to teze, ze wybor
tematu pracy doktorskiej nie zostat dokonany przypadkowo, lecz w oparciu o dogtebng
analize problemu, dokonang przez Doktorantke i jej Promotora.
Ocena uktadu redakcyjnego pracy

Rozprawa doktorska mgr Tomasza Lepionki jest opracowaniem obszernym,
bowiem zawiera 178 stron maszynopisu. Dysertacja zostata napisana zgodnie z
ogblnymi wytycznymi przyjetymi w tego typu opracowaniach, aczkolwiek umieszczenie

spisu tresci na koncu rozprawy pod postacig rozdziatu 10 uwazam, za rozwigzanie
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oryginalne. Sktada sie z 10 czesci — rozdziatébw obejmujacych: wstep — bedacy
przegladem pisémiennictwa w realizowanym temacie badawczym, celu pracy, materiatu
i metod, wynikéw i dyskusji, podsumowania, wnioskéw, streszczen w jezyku polskim |
angielskim, piSmiennictwa i wspomnianego powyzej spisu tresci. Wstgp poprzedza
bardzo przydatny wykaz skrétow. Proporcje pomiedzy poszczegolnymi rozdziatami sg
prawidtowe, przy mocno zaakcentowanych czesciach dotyczgcych materiatu i
metodyki badan (co jest w petni uzasadnione) oraz wynikéw i dyskusji (szkoda, ze nie
oddzielnie). Od strony redakcyjnej praca jest napisana jezykiem komunikatywnym, a
kluczowe problemy badawcze realizowane przez Doktoranta, sg wyraznie i jasno
sformutowane. Jest to wazne, poniewaz prace charakteryzuje wielowgtkowosc,
bedaca nastepstwem analizowania wielu parametréw badawczych. Praca zawiera
tacznie 23 tabele oraz 29 rycin — w tym 3 (6 do 8) bedgce schematami. Wynik zostaty
zebrane w tabelach 6 do 23, natomiast 19 rycin jest stricte zwigzane z wynikami badan.
Tabele, zawierajace zbiorcze zestawienia wynikéw z poszczegodlnych etapéw badan
zostaly skonstruowane w sposob prawidtowy, aczkolwiek duza liczba wynikow
sprawia, ze nie zawsze tekst ,nadaza” z ich interpretacjg. Ponadto, w tabelach 13 14
brakuje skrotu CLnA, ktéry zostat umieszczony w objasnieniach pod tabelami.
Oczywiscie nie zmienia to faktu, ze Doktorant wiozyt wiele wysitku i starannosci przy
redagowaniu ostatecznej wersji pracy doktorskiej. Stowa uznania naleza si¢ rowniez
za ilustracje graficzna, ktora uzupetnia cze$c¢ teoretyczna jak rowniez wynikowa pracy
doktorskiej. Jak juz wspomniano, praca zostata napisana jezykiem komunikatywnym,
pozbawionym zbednej frazeologii, jednakze z obowigzku recenzenta chciatbym
zwrocié uwage na kilka kwestii, ktére majg charakter redakcyjny i nie wptywajg na
warto$é merytoryczng dysertacji. W opinii recenzenta, niezbyt fortunne jest
sformutowanie o ,nabytych chorobach genetycznych”, "architektonice tkanki” (str. 9),
kobietach rasy amerykanskiej” (str. 11), ,ryzyku zapadnigcia” (str. 12), badaniach na
.gryzoniach” (str. 13), biatku ,antyapotycznym” (str. 21) i ,niskiej kalorycznosci® (str.
33). Cennym uzupetnieniem jest przygotowany przez Doktoranta wykaz skrotow, w
ktorym jednakze zabrakto miedzy innymi petnej nazwy receptora HER2 (str. 11) oraz
agencji FTSE. Warto réwniez pamietaé, ze zdan nie rozpoczyna sie od akronimow (str.
22, 29). Dla porzadku logicznego dobrze bytoby, aby podrozdziaty miaty zréznicowane
tytuty (,nowotwory piersi” 1.1 i 1.2.3.1.1). Stowa uznania nalezg si¢ za schematy
badan/oznaczen, ktore przy tak obszernym zakresie eksperymentalnym sg wrecz

koniecznoscig. Reasumujgc nalezy stwierdzi¢, ze Doktorant bardzo dobrze poradzit
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sobie z redakcja poszczegolnych czesci pracy. Tresc i forma nie przeszkadzaja sobie,
a wprost przeciwnie — wzajemnie sie uzupetniajg. Pod wzgledem redakcyjnym, a w
szerszym tego stowa znaczeniu — takze edycyjnym, dysertacja moze by¢ wzorem,
wlasciwego opracowania tego typu wynikéw badan.
Bibliografia i znajomos¢ omawianej przez Doktoranta problematyki
Przedstawiona do oceny praca doktorska zawiera imponujgcg, obejmujgcg 240
pozycji piSmiennictwa bibliografie, ktéra zostata starannie dobrana i
wyselekcjonowana ze zbiorow $wiatowego pismiennictwa. W przewazajgce;
wiekszosci (okoto 80%) to pozycje zagraniczne, ktore zostaty uzupetnione wybranymi
pracami polskojezycznymi. Potowa z ogétu cytowanych prac pochodzi z lat 2010-2019.
Taki dobér pismiennictwa wskazuje na aktualnos¢ podjetej tematyki badawczej, a
takze na dbato$¢ Doktoranta o zapewnienie sobie szerokiego zakresu najnowszej
wiedzy wykorzystanej z powodzeniem nie tylko w dyskusji wynikéw ale réwniez w
czesci teoretycznej pracy. Ten rozdziat pracy — zatytutowany jako ,Wstep”, obejmuje
41 stron maszynopisu, w ktérym Doktorant dokonat przegladu piSmiennictwa w kilku
wzajemnie sie uzupetniajgcych obszarach tematycznych dotyczgcych nowotworéw
gruczotu piersiowego, sprzezonych trienow kwasu linolenowego, przepekl
ogorkowatej, granatowca wtasciwego oraz krotkiego rozdziatu dotyczacego aspektow
zdrowotnych suplementéw diety. Nalezy podkreslic, ze poszczegolne rozdziaty i
podrozdziaty czesci teoretycznej zawierajg specjalistyczng i aktualng wiedze, tworzgca
jako cato$¢ — po uporzadkowaniu, udang monografie tematu. W opinii recenzenta,
cze$c teoretyczna pracy powinna opierac si¢ na trzech filarach wiedzy, dotyczacych
nowotworéw gruczotu sutkowego, oraz wiasciwosci przepekli ogoérkowatej i
granatowca wtasciwego w kontekscie profilaktyki i mozliwosci farmakoterapii choréb
nowotworowych, ze szczegélnym zwréceniem uwagi na nowotwory gruczotu
piersiowego. Uporzadkowatoby to wieloznaczno$¢ w sformutowaniach dotyczgcych
wplywu — czego ? — surowca roslinnego, suplementu diety, sktadnika suplementu
diety, czy wreszcie — 1% wodnego ekstraktu z przepekli ogérkowatej i oleju z nasion
granatowca na ryzyko powstawania raka sutka u zwierzat doswiadczalnych w
warunkach chemicznie indukowanej kancerogenezy (tak sprecyzowano cel pracy).
Oczywiscie, powyzsze uwagi maja charakter wytacznie redakcyjny i nie wptywaja na
wysokg ocene merytoryczng teoretycznego uzasadnienia podjetych badan. Stowa
uznania dla Doktoranta za podrozdziaty 1.3.3 i 1.4.2.3. dotyczace bezpieczenstwa

stosowania/wykorzystania przepekli ogérkowatej i granatowca wtasciwego w celach
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leczniczych, zwtaszcza w kontekscie interakcji z okreslonymi lekami oraz sktadnikami
zywnosci. Podsumowujgc czes¢ teoretyczng nalezy podkreslic, ze Doktorant wykazat
sie dobrg znajomos$¢ pismiennictwa naukowego zwigzanego tematycznie z obszarem
prowadzonych badan, wskazat na ich celowos¢ i spodziewane aspekty poznawcze i
praktyczne.
Ocena merytoryczna pracy

Doktorant, poprzez interesujacg cze$¢ teoretyczng, wprowadza czytelnika w
problem bedacy przedmiotem dysertacji. Zostat on sformutowany w celu pracy. W
warstwie ogolnej, Doktorant zatozyt przeprowadzenie na modelu zwierzgcym badan,
ktorych celem byto okreslenie wptywu oleju z nasion granatowca (PSO) oraz wyciggu
wodnego z przepekli ogérkowatej (BME) na ryzyko powstawania raka gruczotu
sutkowego w warunkach chemicznie indukowanej kancerogenezy. W warstwie
szczegdtowej, cele badawcze dotyczyly miedzy innymi: zmiany profilu kwasow
tluszczowych (KT) (surowica, tkanka watrobowa, frakcja mikrosomalna watroby) w
wyniku modyfikacji paszy standardowej PSO oraz BME, oceny aktywnoéci wybranych
enzymow, uczestniczacych w metabolizmie KT i ksenobiotykéw, oceng wybranych
parametrow stresu oksydacyjnego. Powtoke zewnetrzng badan stanowito podanie
zwierzetom z tzw. grupy ,plus” w 50 dniu eksperymentu 7,12-
dwumetylobenz[a]antracenu (DMBA), a nastepnie identyfikacja wymienionych
powyzej parametrow w warunkach wywotanego procesu nowotworowego wraz z
badaniami histopatologicznymi. Niezbyt jasno brzmi zawarty w celu pracy ,postulat’
dotyczacy oceny jakosci wybranych suplementéw diety na parametry stanu zdrowia w
kontekscie dziatania synergistycznego lub antagonistycznego. Ponadto szkoda, ze tak
ambitny i obszerny plan badan nie znalazt swego odzwierciedlenia w hipotezach
badawczych, co podkreslitoby niezaprzeczalne walory poznawcze i praktyczne
przeprowadzonych badan. Oczywiscie, przeprowadzenie badan na takim etapie
zaawansowania bytoby niemozliwe bez opracowania nowych/zmodyfikowanych
metod badawczych, ktore w tym przypadku sa odzwierciedleniem analityki na
poziomie $wiatowym. Stowa uznania naleza sie Doktorantowi réwniez za wzorowo
opisang metodyke badan, ktéra moze by¢ przyktadem, jak tego typu opracowanie
powinno by¢ przygotowane. Z uznaniem nalezy rowniez odnie$¢ sie do statystycznego
opracowania uzyskanych wynikéw badan. W zwigzku z duzg liczbg analizowanych
zmiennych, klasyczne miary statystyki opisowej zostaty uzupetnione o wybrane o

wybrane elementy analizy statystycznej. W celu redukcji zmiennych, przeprowadzono
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analize czynnikowg metodg sktadowych gtdéwnych z rotacjg Oblimin. W analizie
uwzgledniono te czynniki, dla ktérych wartosci wtasne byly wieksze od 1., a brakujace

dane w kazdej z analizowanych grup nie przekraczaty 10%.

Punktem wyjscia do udzielenia odpowiedzi na postawione w celu pracy pytania
staty sie wyniki badan przedstawione tacznie z dyskusja, dotyczace szesciu obszarow
wynikowych zwigzanych stricte z celem pracy. W opinii recenzenta powinny to byc¢
wyniki odnoszace sie do zmian masy ciata oraz narzadéw wewnetrznych, efektywnosci
indukcji nowotworowej i badan histopatologicznych w celu okreslenia typu guza
nowotworowego, dalej — profili kwaséw tluszczowych w surowicy, tkance watrobowej i
mikrosomach watrobowych, stezern MDA, cholesterolu i jego utlenionych pochodnych
oraz tokoferoli w tkance watrobowej i konczac na wynikach aktywnosci izoformy 1B1
cytochromu P450, COX-2 oraz wyliczonych indeksach utlenialnosci dla desaturaz i
izomerazy LA. Mozna dyskutowac, czy sktad paszy hodowlanej oraz charakterystyka
jakosciowa PSO i BME powinna by¢ w czesci wynikowej, czy tez stanowic integralng
czes$¢ rozdziatu zatytutowanego ,Materiat i metody” ?.

Jak juz wczesniej zostato podkreslone, ciekawie zaprogramowana, nowoczesna
metodyka badawcza (zwtaszcza technika Ag+-HPLC-PDA do identyfikacji jakosciowej
i ilosciowej sprzezonych dienow kwaséw ttuszczowych), zostata dobrana w sposéb
przemyslany, zoptymalizowany na uzyskanie kompleksowej odpowiedzi na
postawione pytania badawcze, i w konsekwencji uzyskanie wiarygodnych i
obiektywnych wynikéw badan. Gtowny aspekt praktyczny i poznawczy badan skupia
sie na czesci doswiadczalnej przeprowadzonej z udziatem zwierzat doswiadczalnych.
Poprzez wprowadzenie do diety PSO i BME w warunkach indukowanego chemicznie
procesu nowotworowego (DMBA), poddano ocenie potencjalne chemoprewencyjne
dziatanie oleju z nasion granatowca oraz 1% wodnego wyciagu z przepekli
ogorkowatej. Kontekst poznawczy zostat poszerzony o profile kwaséw ttuszczowych,
parametry stresu oksydacyjnego, aktywnos¢ enzymow frakcji mikrosomalnej watroby.
Badania nie potwierdzity przeciwnowotworowych wiasciwosci PSO i BME w
zastosowanym modelu badawczym. Modyfikacja diety PSO i PSO+BME powodowata
zwiekszenie zapadalnos$ci na nowotwory. Wyrafinowana technika badawcza pozwolita
wykaza¢, ze sprzezone trieny CLnA sa w czesci wbudowywane w struktury lipidowe
tkanek, jednakze w gtownej mierze sg przeksztatcane do cis-9, trans-11 CLA (kwas

wakcenowy). W zadnej z badanych prob materiatu biologicznego nie stwierdzono



obecnosci kwasu punikowego, ktérego bogatym zrodtem jest PSO. Modyfikacja diety
i wspdlistniejacy proces nowotworowy zmieniaty profil kwasow ttuszczowych w
surowicy, tkance watrobowe;j i frakcji mikrosomalnej watroby (w zasadzie odpowiedz
na tytut dysertacji ?). Ocena statusu oksydacyjnego w oparciu o stezenia
malonylodwualdehydu (MDA), oksysteroli i tokoferoli w tkance watrobowej, nie
dostarczyta przekonywujacych dowoddw, wptywu PSO i BME w warunkach narazenia
na DMBA na powyzszy parametr. W grupie zwierzat nie ,plus” (bez narazenia na
DMBA), zaréwno PSO i BME powodowato obnizenie poziomu MDA, natomiast w
grupie zwierzat ,plus’, (narazenie na DMBA), podanie PSO, nasilato procesy
peroksydacji lipidéw. Zaobserwowano rowniez roznice w stezeniach wybranych
oksysteroli i tokoferoli. Podsumowujgc ten fragment badan, Doktorant stusznie
stwierdza, ze wptyw PSO i BME na procesy peroksydacyjne zalezy od stanu
organizmu (fizjologia vs patologia) (w zasadzie odpowiedzi na tytut dysertacji ?).
Badania wykazaty réwniez, ze w warunkach narazenia na DMBA, obserwuje sig
przeciwstawny wptyw PSO i BME na aktywno$¢ izoformy CYP1B1 cytochromu P450.
Olej z nasion granatowca obnizat jej aktywno$¢ i nie miat istotnego wptywu na
aktywnos¢ COX-2. W przypadku BME zaobserwowano efekt odwrotny.
Chemometryczna analiza czynnikowa, metoda sktadowych gtownych wykazata, ze w
badanym modelu doswiadczalnym, suplementacja PSO bardziej réznicowata materiat
badawczy oraz wskazata na koniecznos$¢ interpretacji parametréw opisujgcych zmiany
na poziomie komarkowym i subkomérkowym. Z perspektywy aspektéw poznawczych
badan, najbardziej istotne jest wykazanie przez Doktoranta, Zze olej z nasion
granatowca wiasciwego i ekstrakt wodny z przepekli ogérkowatej, ktorym czesto
przypisuje sie wtasciwos$ci przeciwnowotworowe, w pewnych warunkach (zaréwno
fizjologicznych jaki patologicznych) moga wykazywac dziatanie odwrotne — tzn. istotnie
zwiekszaé ryzyko rozwoju raka gruczotu sutkowego !!.

Podsumowaniem w aspekcie praktycznym i poznawczym sg wnioski, ktore
odzwierciedlajg wyniki poszczegolnych etapow badan i wskazujg na umiejgetnosc
krytycznej analizy uzyskanych wynikéw. Oceniajac ten fragment dysertacji Doktoranta,
nalezy stwierdzié, ze zostaty one zredagowane w sposéb prawidtowy (moze za
wyjatkiem wniosku nr 8), nie wykraczajg poza zakres uzyskanych wynikéw badan i

wskazujg na dojrzatos¢ naukowg Doktoranta.



Podsumowanie

Uwazam, ze przedstawiona do oceny praca jest ciekawym opracowaniem, na
ktory sktadajg sie: sposob przygotowania i opracowanie teoretyczne tematu, staranne
zaplanowanie eksperymentu, przeprowadzenie badan w oparciu nowoczesng
metodyke oraz interpretacja uzyskanych wynikow badar. Doktorant wykazat dobre
przygotowanie teoretyczne i praktyczne. Uzyskane wyniki badan majg zarowno
wartosci poznawcze jak i praktyczne i moga stanowi¢ podstawe do dalszych badan w
tym zakresie. Stwierdzam, ze mgr farm. Tomasz Lepionka zrealizowat zatozony cel
pracy. Zawarte w recenzji uwagi maja charakter gtownie redakcyjny i nie majg wptywu
na ocene koncowg przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej. Stwierdzam, ze
rozprawa doktorska mgr farm. Tomasza Lepionki pt.: ,Modyfikacje profilu kwasow
tluszczowych oraz statusu oksydacyjnego u szczurdw w warunkach procesu
nowotworowego jako efekt wplywu granatowca wtasciwego i przepekli ogérkowatej”
spetnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14.03.2003 r. (Dz.U. Nr 65, poz.
595, z pbzn. zm.) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule

w zakresie sztuki.

W zwiazku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr

farm. Tomasza Lepionki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. farm. Juliusz Przystawski



