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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgra Lukasza Kopiasza
pt. Mechanizmy dziatania B-D-glukanu z owsa na przebieg choroby Crohna i wezesnych stadiow
kancerogenezy okreznicy — badania modelowe in vivo wykonanej w Instytucie Nauk o Zywieniu
Cztowieka Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab.
Joanny Gromadzkiej-Ostrowskiej oraz dr hab. Katarzyny Dziendzikowskiej

Niniejszq recenzje wykonano w odpowiedzi na postanowienie Rady Dyscypliny Technologia Zywnosci
i Zywienia Szkoly Giownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z dnia 24.11.2023 r. oraz na podstawie przepisow
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 v. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce zwanej dalej Ustawq (Dz.U. 2018, poz. 1668 z
pézn. zm.). Recenzje sporzqdzono w oparciu o otrzymang w dniu 4.12.2023 r. rozprawg doktorskq niniejszego kandydata

do stopnia doktora zwanego dalej Kandydatem.

Wybér i znaczenie tematu

Nieswoiste zapalenia jelit, w tym choroba Lesniowskiego-Crohna, oraz nowotwory jelita
grubego, czesto bedgce konsekwencjg tych pierwszych, stanowia powazny problem zdrowotny ludzi
na catym $wiecie. Nieswoiste zapalenia jelit sa chorobami dokuczliwymi o charakterze przewlektym
i niedajacymi si¢ catkowicie wyleczy¢, natomiast w przypadku nowotwordw jelita grubego wazne
jest ich jak najwczesniejsze wykrycie i leczenie, poniewaz w pdzZniejszych stadiach stajg si¢
przyczyng wielu zgonéw. W zwiazku z tym, ze przewdd pokarmowy stanowi pierwsza bariere, przez
ktora zywnosé przenika w postaci skladnikéw odzywezych i nieodzywezych do naszego organizmu,
sposdb odzywiania sie jest jednym z bardziej istotnych czynnikow mogacych przyczynia¢ sig
zaréwno do powstawiania, jak i zapobiegania tym chorobom. Niezwykle wazne znaczenie w tym
kontekécie ma btonnik pokarmowy, w tym niestrawne polisacharydy, ktére moga wchodzi¢ w
interakcje z przewodem pokarmowym na calej jego dtugosci oraz z mikrobiotg jelitowg w jego czescei
dystalnej. Jednymi z takich polisacharydéw sa f-glukany rozpatrywane jako czynniki mogace

—zapobiegaé lub wspomagaé terapi¢ nieswoistych zapalen jelit i raka jelita grubego, przy czym
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mechanizm ich korzystnego dziatania wymaga rozpoznania. Jest to zadanie nietatwe m.in. dlatego,
ze P-glukany, skladajac si¢ z czasteczek glukozy polaczonych wigzaniami f-glikozydowymi i
wystepujac naturalnie w zbozach, grzybach czy tez drozdzach, sg zréznicowane pod wzgledem
wlasciwosci fizykochemicznych. Na tym tle podjeta przez mgra L ukasza Kopiasza ocena mozliwosci
wykorzystania frakcji S-glukanu owsa o okreslonych masach molowych w terapii choroby
Lesniowskiego-Crohna i zapobieganiu rakowi jelita grubego oraz proéba wyjasnienia mechanizmow

lezacych u podstaw ich korzystnego oddziatywania jest wazna i w pelni uzasadniona.

Formalna ocena rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest syntetycznie wyodrebniong 1 opisang na
57 stronach czescig pracy zbiorowej, ktéra stanowia 3 oryginalne artykuty naukowe opublikowane w
warto$ciowych czasopismach z zakresu zywienia lub biologii molekularnej (Nutrients, Int. J. Mol.
Sci. oraz Int. J. Biol. Macromol.). Publikacje wraz z o$§wiadczeniami autoréw okreslajagcymi ich
indywidualny wklad w powstanie poszczeg6lnych opracowan stanowig zalgcznik do niniejszej
rozprawy. We wszystkich 3 artykulach Kandydat jest pierwszym autorem, a w jednym réwniez
autorem korespondujgcym, co w polaczeniu z zataczonymi o§wiadczeniami jednoznacznie wskazuje
na jego istotny udziat w realizacji badan. Czg¢$¢ zasadnicza rozprawy zawiera wszystkie oczekiwane
w tego typu opracowaniach rozdzialy, we wlasciwej kolejnosci i proporcjach, w tym zamieszczone
na jednej stronie streszczenia w jezyku polskim i angielskim (zgodnie z art. 187, ust. 4 Ustawy). W
rozprawie znajduje si¢ w sumie tylko 1 tabela oraz 9 rycin, przy czym 5 z nich to ryciny zagregowane,
zawierajace liczne wykresy i ewentualnie zdjecia, w tym histologiczne i z analiz western blot.
Pozostale ryciny to schematy, ktére w sposob uproszczony i przejrzysty obrazujg przeprowadzone
doswiadczenia oraz proponowane mechanizmy dziatania f-glukanu owsa. Ostatnie 8 stron czgsci
zasadniczej rozprawy stanowi pismiennictwo, w ktérym znajduje sig lista 88 zacytowanych pozycji,
glownie anglojezycznych i opublikowanych na przestrzeni ostatnich 10 lat. Tytut jest zgodny z trescig
rozprawy doktorskiej, ktéra napisano w sposob skoncentrowany na uzyskanych wynikach i nie
pozostawiajgcy miejsca na zbytnie domysly oraz w wigkszosei poprawnie pod wzgledem

jezykowym. Drobne uwagi redakcyjne zamieszczam do wiadomosci ponizej:

o Streszczenie w j. polskim, ostatni wiersz: literowka w zdaniu ,,...w sposdb zalezny o rodzaju schorzenia.”.

e Str. 15, akapit 2 oraz str. 21 rozdz. 2.3: niepoprawna odmiana czasownika w zdaniu “Beta-glukan z owsa (OBG) sa
polisacharydami...”.

e Pierwszy wers na str. 16: ,,...dzialanie hipoglikemiczne, hipolipemiczne...”, zalecam w tym kontekscie stosowanie
terminéw ,,dzialanie hipoglikemizujace” i ,dziatanie hipolipemizujace”, zeby nie sugerowa¢ np. dzialania

powodujacego hipoglikemig.



e Material i metody, str. 30, wersy 9-11: opis niezgodny ze stanem faktycznym, poniewaz oznaczenia ekspresji
chemokin i ich receptoréw w doswiadczeniu Il za pomoca immunohistochemii nie zostaly uwzglednione w rozprawie
doktorskiej.

e Nieprawidlowy skrétowiec w wierszach 9-10 na str. 35, tj. OBGh+.

Merytoryczna ocena rozprawy

Swoja rozprawe Kandydat rozpoczyna krotkim wstepem wprowadzajgcym w tematyke
zagadnienia, w ktorym shusznie podkresla problemy zdrowotne i ekonomiczno-spoteczne zwiazane z
wystepowaniem nieswoistych zapalefi jelit i nowotworéw jelita grubego na $wiecie. Wskazuje
jednoczesnie na konieczno$¢ poszukiwania czynnikéw zywieniowych mogacych zapobiegaé i
wspomagaé leczenie omawianych choréb, koncentrujac si¢ przy tym na f-glukanie owsa i jego
wlasciwosciach prozdrowotnych, w tym dotyczacych omawianych jednostek chorobowych. W
rozdziale drugim Kandydat nastepnie w oparciu o dane literaturowe szczegbtowo uzasadnia podjgcie
niniejszej tematyki badawczej kompetentnie przyblizajac specyfike choroby Le$niowskiego-Crohna
i raka jelita grubego, a takze wskazujac na istotng rol¢ jaka odgrywajg chemokiny w procesie
zapalnym oraz procesy apoptozy i autofagii w patofizjologii tych schorzen. Podaje takze potencjalne
mechanizmy interakcji frakcji f-glukanu pozyskiwanych z owsa ze $ciang przewodu pokarmowego,
ktére w konsekwencji moga modulowaé wydzielanie chemokin oraz wptywac na procesy apoptozy i
autofagii, a tym samym tagodzié¢ przebieg lub zapobiega¢ wystgpowaniu omawianych schorzen.
Lektura niniejszego rozdziatu pozwala w tym kontekécie wymieni¢ trzy nastgpujgce, bardzo
interesujace mozliwosci: 1) dziatanie ochronne S-glukanu wynikajace z jego zdolnosci do wigzania
wody i tworzenia zelowej warstwy wyscielajacej $ciang przewodu pokarmowego, 2) bezposrednie
interakcje frakcji f-glukanu o mniejszym stopniu polimeryzacji zwigzane z jej wnikaniem do biony
$luzowej przewodu pokarmowego i wigzaniem si¢ z réznego typu receptorami obecnymi na
powierzchni komérek uktadu odpornosciowego oraz 3) posrednie interakcje B-glukanu w obrgbie
jelita grubego poprzez jego metabolity bakteryjne w postaci krétkotaficuchowych kwasow
thuszczowych (glownie kwas6w propionowego i mastowego).

W rozdziale trzecim przedstawiony jest zasadniczy cel badan, ktéry brzmi nastgpujgco: ocena
potencjatu terapeutycznego wysokooczyszczonego beta-glukanu z owsa w chorobie Lesniowskiego-
Crohna oraz jego mozliwosci do hamowania rozwoju wezesnych stadiow kancerogenezy okrgznicy,
a takze poznanie mechanizmdw tych dzialar. Kandydat stawia jedoczesnie trzy szczegélowe hipotezy
badawcze, ktére s logiczng konsekwencjg dokonanego przegladu literatury, bezposrednio nawigzujg
do postawionego celu badan i zakladajg korzystny wpltyw suplementacji diety frakcjami f-glukanu

owsa na przebieg omawianych schorzen poprzez modulacje ekspresji genéw zwigzanych z



chemokinami i/lub proceséw apoptozy i autofagii. W kolejnym rozdziale Kandydat dodatkowo
przedstawia w sposOb precyzyjny zakres badan wchodzacych w sklad niniejszej rozprawy
doktorskiej, ktéry obejmuje dwa do$wiadczenia zywieniowe z zastosowaniem frakcji f-glukanu o
malej lub duzej masie molowej przeprowadzone na szczurach laboratoryjnych z eksperymentalnie
indukowanymi modelami badanych chordb.

Sposéb przeprowadzenia do$wiadczen zywieniowych i analizy pobranego materiatu
biologicznego zostat skrotowo opisany i przedstawiony na schematach w rozdziale Materiaf i metody.
Wiecej szczegotow metodycznych, a takze dotyczacych zastosowanych preparatow f-glukanu,
mozna znalezé w zalaczonych artykulach oraz we wczesniejszych publikacjach zespotu prof. J.
Gromadzkiej-Ostrowskiej, ktore Kandydat cytuje w rozprawie doktorskiej. Badania polegaly na
indukcji u szczuréw zapalenia jelita grubego kwasem trinitrobenzenosulfonowym (TNBS) podanym
doodbytniczo (Do$wiadczenie I) lub wczesnych zmian nowotworowych poprzez dootrzewnowa
iniekcje azoksymetanu (AOM, Doswiadczenie II), a nastgpnie na zywieniu tych zwierzgt oraz
zwierzat zdrowych potoczyszczona dieta eksperymentalng, do ktorej dodawano badane preparaty
(dieta AIN-93M). Metodyka badan w zdecydowanej wiekszosci nie budzi watpliwosci. Zastosowane
preparaty S-glukanu owsa zostaly otrzymane zgodnie z opatentowanymi wczesniej sposobami,
wskazujac przy tym na ich wysoki stopien oczyszczenia (powyzej 97-99%) oraz rdznicujac je na
frakcje o duzej i malej masie molowej (odpowiednio 1,7 x 10%i <6 x 10* g/mol). Sposéb indukcji
badanych schorzefi dokonano zgodnie z dostgpng literaturg przedmiotu, a bardziej lub mniej
zaawansowane zaburzenia zostaly udokumentowane w publikacjach i/lub materiatach
uzupetniajacych publikacje dostepnych w sieci. W dostepnych materiatach podany jest réwniez
czeéciowo sktad diet, prosze jednak Kandydata o wyjasnienie kosztem ktérych konkretnie
skladnikéw diety AIN-93M dodano badane preparaty w poszczegélnych doswiadczeniach (czy tez
moze kosztem diety jako calosci?). Prosze réwniez o merytoryczne uzasadnienie doboru ilo$ci
suplementowanych preparatéw S-glukanu w Doswiadczeniu I (1% diety) oraz w Doswiadczeniu II
(1% oraz 3% diety), a w przypadku Doswiadczenia II — takze o podanie powodu zastosowania jedynie
jego frakeji o matej masie molowej. W pracy dokonano ponadto zaawansowanej analizy materiatu
biologicznego z wykorzystaniem reakcji taficuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja
(oznaczenie ekspresji mRNA genéw chemokin i ich receptorow w jelicie grubym) oraz analiz
western blot i immunohistochemicznej (oznaczenie markeréw apoptozy i autofagii w jelicie grubym).

W zwiazku z tym, ze rozprawa doktorska jest wyodrebniong czgscig pracy zbiorowej to w
dalszej cze$ci oceny merytorycznej skupie si¢ na wynikach w niej zawartych. Wyniki te analizowano
statystycznie z wykorzystaniem kilkuczynnikowej analizy wariancji oraz kilku dodatkowych testow

post hoc, ktorych liczbe, dzigki zaawansowanemu modelowi analizy wariancji (wptyw czynnik6w i
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interakcje), mozna by bez wiekszego uszczerbku dla pracy zredukowac, a przez to jeszcze bardziej
uproscié przekaz. Warto jednak podkresli¢, ze sposéb opisania uzyskanych wynikow, jak na
relatywnie duzy stopien zawansowania statystycznego, nie jest skomplikowany i oceniam go
pozytywnie. Ryciny pomimo zagregowania sa czytelne i opatrzone niezbednymi, wystarczajaco
szczegblowymi komentarzami, wskazuja takze na zaistniale najwazniejsze réznice statystyczne. Na
podkreslenie zashuguja réwniez bardzo czytelne, szczegblnie w wersjach elektronicznych
zalaczonych artykutéw, zdjecia mikroskopowe obrazujace lokalizacje i dystrybucje markerow
apoptozy i autofagii w obrebie blony $tuzowej jelita grubego (odpowiednio enzymu kapsazy-3 i
biatka LC3B), ktére wykonano za pomocg immunohistochemii. Warto w tym kontekscie doceni¢
prace jaka trzeba bylo wykonaé podczas przygotowywania preparatow histologicznych oraz
pozniejszej obrobki graficznej zdjeé w celu ilosciowego oznaczenia ekspresji badanych markeréw.
W dziewicciostronicowym rozdziale Podsumowanie wynikéw i dyskusja Kandydat
wykorzystuje swoja rozlegla wiedze z zakresu biologii medycznej i immunologii dokonujge w sposob
kompetentny interpretacjii i syntezy badan wiasnych na tle literatury przedmiotu. Opisujac
biologiczng aktywno$¢ p-glukanéw skupia si¢ jednak przede wszystkim na badaniach
opublikowanych wczesniej przez zespdt, w ktérym prowadzit doswiadczenia. Niemniej jednak
Kandydat w sposéb racjonalny proponuje potencjalne mechanizmy dziatania S-glukanu owsa, ktory
w przypadku zmienionej zapalnie okreznicy ma hamowa¢ proces nadmiernej apoptozy poprzez
modulacje ekspresji chemokin i ich receptoréw, przy towarzyszacej tym procesom kaskadzie zmian
o podtozu immunologicznym. Co ciekawe, w kontekscie hamowania ekspresji chemokin mozna
zauwazyé, ze jedynym genem chemokiny, ktérego ekspresja mRNA nie ulegla zmianie pod wptywem
stanu zapalnego okreznicy ani pod wplywem suplementacji preparatami -glukanu, by} gen Cxcl10,
dlatego prosze Kandydata, aby pokusit si¢ o wyjasnienie takiego stanu rzeczy podczas publiczne;j
obrony. W przypadku wczesnej fazy nowotworu jelita grubego Kandydat sugeruje ponadto
przeciwnowotworowe dziatanie frakcji f-glukanu o mniejszej masie molowej poprzez stymulowanie
proceséw apoptozy i autofagii w blonie sluzowej, co zostalo poparte w badaniach wiasnych wzrostem
ekspresiji biatek odpowiednich markeréw (enzymu kapsazy-3 i biatka LC3B). Opisuje takze specyfike
zastosowanych modeli zwierzecych i uwiarygadnia ich podobiefistwo do chordb wiasciwych,
diagnozowanych u ludzi: Cytuje w tym kontekscie wezesniejsza prace badawcza, w ktérej rowniez
jest pierwszym autorem, a ktéra dotyczy wplywu f-glukanu owsa na status antyoksydacyjny
organizmu szczuréw z zapaleniem jelita grubego indukowanym w sposéb analogiczny do opisanego
w niniejszej rozprawie (str. 40, Kopiasz i wsp., 2020; czasopismo Antioxidants). Swiadczy to
pozytywnie o duzym i kilkuletnim juz zaangazowaniu Kandydata w tematyke bedaca przedmiotem

opisywanych badan. Zastosowane eksperymentalne modele zapalenia i nowotworu jelit nie sg jednak
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jedynymi, ktore udokumentowano dotychczas w literaturze przedmiotu, dlatego prosze Kandydata o
krotkie omoéwienie dokonanego wyboru takze na tle innych dostepnych modeli

Na zakonczenie rozprawy Kandydat w sposob syntetyczny podsumowuje najwazniejsze
spostrzezenia z badan wlasnych 1 wlasciwie formuluje cztery wnioski nawigzujace
bezposrednio do postawionego celu i hipotez badawczych, ktére zostaly zweryfikowane pozytywnie.
Wyciaga jednoczes$nie bardzo wazny wniosek praktyczny odnosnie bezpieczefistwa spozywania
preparatéw p-glukanu owsa i mozliwosci ich skutecznego stosowania wspomagajgcego terapie

choroby Lesniowskiego-Crohna i wezesnych etapéw nowotworéw jelita grubego.

Podsumowanie i wnioski koncowe

Reasumujgc stwierdzam, ze mgr Lukasz Kopiasz w sposéb oryginalny dokonal oceny
potencjatu terapeutycznego lub prewencyjnego wysokooczyszczonych frakcji S-glukanu owsa w
eksperymentalnych modelach choroby Le$niowskiego-Crohna i raka jelita grubego oraz poglebit
wiedze na temat mechanizm6w ich dziatania. Wykazat si¢ przy tym ogdlna wiedza teoretyczng, m.in.,
w zakresie zagadnien zwigzanych z chemia badanych sktadnikow zywnosci, a co za tym idzie takze
w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia. Lektura rozprawy doktorskiej mgra Lukasza
Kopiasza jednoznacznie przekonuje mnie, ze potrafi on zaplanowac i przeprowadzi¢ eksperymenty
zywieniowe na zwierzetach laboratoryjnych, a nastgpnie poprawnie zinterpretowa¢ uzyskane wyniki
i wyciagnaé adekwatne wnioski. Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia
wymagania stawiane tego typu opracowaniom (zgodnie z art. 187, ust. 1-2 Ustawy), dlatego wnoszg
do Rady Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie o dopuszczenie Kandydata do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora. Z uwagi na fakt, ze uwzglednione w rozprawie wyniki stanowig istotny element
warto$ciowych publikacji naukowych, w ktérych Kandydat jest pierwszym autorem, a takze ze
wzgledu na duze znaczenie spoteczne poruszanych problemow zdrowotnych oraz staranny sposéb

przygotowania rozprawy, zgtaszam ponadto wniosek o jej wyr6znienie.
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