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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Piasna-Slupeckiej

pt. ., Wplyw soku z mtodych pedoéw buraka éwiktowego (Beta vulgaris L.) na mechanizmy
apoptozy komérek nowotworowych gruczotu piersiowego” wykonanej pod kierunkiem
promotora Pani prof. dr hab. inz. Teresy Leszczynskiej oraz
promotora pomocniczego Pani dr hab. Anety Koronowicz, prof. URK

z Wydziahu Technologii Zywnos$ci Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollgtaja w Krakowie

Podstawa prawna: pismo przewodniczgcego Rady Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia,
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollgtaja w Krakowie Pana dr hab. inz. Marcina Lukasiewicza

(DTZ 520-5-47/2022 z dnia 14.03.2022r.)

Rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Piasna-Stupeckiej zatytulowana ,,Wpltyw soku z
mlodych pedéw buraka éwiktowego (Befa vulgaris L.) na mechanizmy apoptozy komorek
nowotworowych gruczotu piersiowego”, zostala przedstawiona w postaci monografii, liczgce]

ogétem 190 stron tekstu, w tym 16 tabel oraz 25 rycin. W rozprawie wykorzystano prawidtowo



dobrane 276 pozycji piSmiennictwa, z ktorych wigkszos¢ stanowita publikacje anglojezyczne
wydrukowane w czasopismach o $wiatowym znaczeniu.

Praca nie odbiega ukladem od opracowan o tym charakterze i sktada si¢ z czgsci teoretycznej
(wstep, I rozdzial z kilkunastoma podrozdziatami oraz celem glownym i szczegélowymi) oraz
praktycznej (material i metody, analiza statystyczna, wyniki z ich oméwieniem, dyskusja oraz
whnioski). Struktura pracy jest komplementarna z trescig i stanowi logicznie polgczenie zagadnien
teoretycznych z metodologig oraz wykonywanymi analizami. Nalezy podkresli¢ bardzo szeroki

zakres zaplanowanych i zrealizowanych w pracy doktorskiej badan, jednak nie wykraczajgcy poza

wymieniony wyzej tytutl.

Ocena wyboru tematu pracy

Wybér tematu rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Piasna-Shupeckiej nalezy uznaé za
trafny i oryginalny. Wickszo$¢ prac naukowych, ktoérych przedmiotem badan jest burak ¢wiktowy,
dotyczy przede wszystkim jego formy dojrzalej, wegetatywnej. Brakuje kompleksowych prac o
wiasciwosciach prozdrowotnych buraka na wczesnym etapie rozwoju, czyli miodych pedow.
Pomimo dynamicznie rozwijajgcych sie galezi nauk medycznych wiedza nt. chemoprewencji
i mechanizméw biologicznej aktywnosci buraka w tym peddw jest nadal niewystarczajgca. Nalezy
podkreslié, ze pani Doktorantka otrzymata na zglebienie tego zagadnienia grant NCN nr
2016/23/N/NZ9/01578.

Autorka w swojej dysertacji za gtoéwny cel uznata porownanie skutecznosci w dzialaniu
apoptotycznym na komorki nowotworowe gruczotu piersiowego nieprzebadanego do tej pory
surowca, czyli mlodych pedéow buraka ¢wiklowego w stosunku do jego formy wegetatywnej,
korzenia. W pracy wyjasniono mechanizmy na poziomie komoérkowym i molekularnym z
zastosowaniem wielu metod badawczych oraz szlakéw biochemicznych zwigzanych gtéwnie z
apotozg komorki.

Doktorantka w czedci teoretycznej szczegélowo opisuje rys historyczny uprawy buraka
éwiktowego od starozytnej Grecji, Rzymu do wspdtczesnosci w Niemczech oraz w Polsce. Ze
szczegblnym uwzglednieniem skladu gatunkowego charakteryzuje zawartos¢ licznych zwigzkow
odzywczych oraz nieodzywczych i biologicznie czynnych w buraku ¢wiklowym. Wigkszo$¢ z nich

ma charakter antyoksydacyjny i przeciwzapalny a przez to moze chemicznie przeciwdziata¢ m.in.
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starzeniu sie organizmu. Jednak jak shusznie zauwaza Autorka nie do korfica poznany mechanizm
przyswajania i metabolizowania zwiazkéw o aktywnosci przeciwutleniajacej sprawia, ze
przenoszenie wynikéw uzyskanych w modelach in vitro na model in vivo zoobowigzuje do duzej
ostroznosci. W kolejnych czesciach dysertacji doktorskiej Pani mgr Piasna-Stupecka szczegétowo
opisuje powstanie nowotworu, z 3 etapami kancerogenezy (inicjacja, promocja, progresja) oraz
czynnikami warunkujgcymi rozrost guza: stres oksydacyjny, stan zapalny, zaburzenia ekspresji
genéw. Bardzo ciekawie scharakteryzowano czynniki ryzyka raka piersi oraz mechanizmy apoptozy
komérki warunkowane starzeniem sie organizmu, infekcjg, mutacjg czy uszkodzeniem
mechanicznym. Autorka zwraca uwage na dwie kategorie mozliwosci zastosowania chemoprewencji
na wielu etapach nowotworzenia zaréwno jako czynnikéw blokujacych, jak i supresorowych.
Podkresla, ze profilaktyka zywieniowa nowotworu powinna obejmowac spozycie bogatych w
biologicznie aktywne substancje produktow takich jak: czosnek, imbir, kurkuma, rosliny krzyzowe,
zielona herbata oraz burak ¢wiklowy. Natomiast w zadnym stopniu chemoprewencja jako kierunek
w profilaktyce nowotworéw nie moze wiaza¢ si¢ z wyleczeniem zaawansowanych stadiow raka w

tym guzow, rozsianych form nowotworu czy metastaz.

Cel pracy

Przyjety cel gloéwny badan, wynikajacy logicznie z przegladu pismiennictwa
i odzwierciedlajacy temat rozprawy doktorskiej dotyczyl poréwnania  skutecznosci
przeciwnowotworowej mlodych pedow buraka ¢wiklowego vs. jego dojrzatej formy tzn. korzenia.
Badania prowadzono na komérkach ludzkich nowotworu piersiowego hormonozaleznej linii MCF-7
oraz hormononiezaleznej MDA-MB-231 wraz kontrola — linie komoérek prawidtowych MCF-12A.
Postawiono szereg hipotez badawczych i zweryfikowano zaréwno cel gtéwny, jaki cele szczegotowe,
ktére m.in. dotyczyly sktadu pod wzgledem zawartosci zwiazkoéw polifenolowych miodych pedow
buraka éwiklowego oraz korzenia a takze wyprodukowanych z nich sokéw — natywnego oraz
strawionego w warunkach sztucznego ukladu pokarmowego. Oceniono wplyw wymienionych
produktéw na proliferacje komérek nowotworowych oraz ich aktywnos¢ cytotoksyczna, zywotnosc.
Ponadto dokonano weryfikacji hipotezy, Ze sok z pedéw buraka ¢wiklowego natywny i/lub strawiony
istotnie wplywa na  zwigkszenie  ekspresji genéw i  bialek  zwigzanych =z
mitochondrialnym/receptorowym szlakiem apoptozy niz odpowiednio (natywny, strawiony) sok z

korzenia buraka ¢wiklowego. Sprawdzono réwniez czy dwa warianty soku (ped, korzefi buraka



éwiktowego; natywny /strawiony) z podobnym nasileniem oddziatuje na linie komorek nowotworu

gruczotu piersiowego (MCF-7 vs. MDA — MB- 231).

Material i metodyka

W analizie do$wiadczenia biologicznego wykorzystano szereg standardowych procedur
i substancji chemicznych majgcych zastosowanie w uprawie buraka ¢wiklowego, produkeji soku oraz
hodowli tkanek ludzkich. Tak szeroki zakres badan wymaga szczegélowej wiedzy zaréwno
z rolnictwa, technologii zywnosci, jak i biologii oraz genetyki. Nalezy podkresli¢ wieloaspektowy
warsztat badawczy Doktorantki, ktory $wiadezy o Jej duzym zaangazowaniu i umiejgtnosciach
naukowych.

W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej zastosowano zréznicowang metodyke, min.
dotyczaca analizy zwigzkoéw polifenolowych za pomoca chromatografu HPLC oraz trawienia
i wchianiania w sztucznym modelu uktadu pokarmowego oraz hodowli komoérek Iudzkich
w odpowiedniej inkubacji. Na podkreslenie zastluguje znajomos¢ metodyki zwigzanej z oceng
genetyczng badanego materialu (m.in. PCR w czasie rzeczywistym, BCA ilosci biatka,
immunodetekcji).

Do opracowania wynikow zastosowano bardzo zlozong procedure statystyczna, ktora
uwzgledniata charakter danych, jak rozklady cech zgodny z rozktadem normalnym i odpowiednio

testy parametryczne, nieparametryczne.

Ocena bibliografii i znajomosci problematyki na tle piSmiennictwa

Bibliografia przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej Pani mgr Eweliny Piasna-
Stupeckiej zatytulowana ,,Wplyw soku z mtodych pedow buraka éwiklowego (Befa vulgaris L.) na
mechanizmy apoptozy komérek nowotworowych gruczotu piersiowego” obejmuje 276 prac
naukowych. W $wietle zebranej literatury Autorka pokrotce opisuje poszczegélne rozdzialy
i podrozdziaty, ktére zajmuja kilka stron, a calo$¢ czgéci teoretycznej zawarta zostata na 58 stronach.
Informacje te zostaty opisane krotko, zwigzle a czytelnik moze rozszerzy¢ swojg wiedze odnoszac
sie do spisu pismiennictwa. Dysertacje doktorska podzielono na 8 gtéwnych czesci (numeracja
arabska), w obrebie ktérych opisano poszczegdlne podrozdzialy. W tym bardzo szczeg6étowo analize

wynikow (str. 85-142) i dyskusjg¢ (str. 142-153).



Ocena merytoryczna pracy

W pracy przedstawiono bardzo wszechstronne badania umozliwiajace weryfikacje hipotezy
jak substancje biologicznie czynne z pedow buraka ¢wiktowego wplywaja na rozwdj i ewentualne
leczenie nowotworu piersi. Zadanie to wymagato kilku etapow wstgpnych np. uprawa buraka (pedy,
korzen) a takze préba stworzenia warunkdéw przypominajacych uktad pokarmowy, w ktérym sok z
pedéw czy korzenia zostaje trawiony i wchloniety. Autorka okreslita zawarto$¢ biologicznie
aktywnych substancji (zwigzkow polifenolowych) w badanych probach i starala si¢ oceni¢ ich wptyw
na rozwdj, chemioprewencje oraz zmiany w ekspresji genéw komoérek nowotworowych gruczotu
piersiowego. Doktorantka dokonata obszernej analizy wptywu sokow z buraka na apoptoze komoérek
rakowych w ukladzie eksperymentu biologicznego, najpierw inkubujac komorki, oceniajgc ich
proliferacje,  cytotoksyczno$é,  oznaczajac  ilosciowo  kwasy  nukleinowe  metodg
spektrofotometryczng, syntetyzujgc cDNA i otrzymujgc lizaty komoérkowe, az w koncu analizujgc
ekspresje biatek za pomocg metody Western Blot. Catos¢ eksperymentu przeprowadzono w bardzo
logiczny sposob, uwzgledniajac wymagane powtorzenia i proby kontrolne. Wszystkie dziatania mialy
na celu zweryfikowanie hipotez czy wybrane warzywo a Scistej zwigzki biologicznie aktywne
o dzialaniu przeciwutleniajgcym, przeciwzapalnym, przeciwnowotworowym w nim zawarte, moga
stanowié¢ chemoprewencje raka piersi. Autorka sama wskazuje jednak na trudnosci w takiej ocenie.
Limitacje dotyczg zastosowania réznych odmian gatunkowych buraka (Rywal/inne), fizjologii
uktadu pokarmowego jak strawiony/ niestrawiony sok, a takze zastosowanie dwdch linii komoérek
raka hormonozaleznej i hormononiezaleznej. Doktorantka podkresla, ze nalezy mie¢ swiadomos¢
mozliwego odmiennego dziatania pojedynczych zwigzkow w stosunku do oddzialywania
kompilacyjnego wielu sktadnikéw zawartych w badanym produkcie (soku). Wybdr produktu jakim
sa mlode pedy z buraka ¢wiklowego uwazam za wysoce trafny, rowniez z uwagi na jego popularnos¢
i zastosowanie w polskiej kuchni, ale takze w dietach wegetarianskich. Ponadto Polska jest czolowym
producentem buraka ¢wiktowego, az 85% produkcji w skali Unii Europejskiej znajduje si¢ w Polsce.
Warto$¢ odzyweza tego surowca jest wysoka, dotyczy to szczegolnie zwigzkow polifenolowych w
pedach i korzeniu. Badania pani Doktorantki wskazaty ich statystycznie wigksze zawartosci w pedach.
W mtodych pedach buraka ¢wiktowego dominujacym zwigzkiem byl kwas synapinowy z grupy
kwaséw hydroksycynamonowych w poréwnaniu do korzenia. Sok z mtodych pgdéw i z korzenia
buraka ¢wiktowego w wersji natywnej i strawionej hamowat proliferacje komoérek nowotworowych

gruczotu piersiowego linii MCF-7 oraz MDA-MB—231 nie wywierajac wptywu na zdrowe komorki



kontrolne. Wynik ten uwazam za szczeg6lnie istotny w podjeciu dalszych badaf np. na zwierzgtach
do$wiadczalnych z nowotworem. Ponadto sok z pgdéw burka éwiktowego charakteryzowat sig
wyzszg cytotoksycznoscig wobec komérek nowotworowych dla obu nowotworowych linii gruczotu
piersiowego a takze zwiekszat dziatanie apoptotyczne szczegoélnie w przypadku linii MDA-MB-231.
Zacytowane tyko niektére wyniki z pracy doktorskiej Pani mgr Eweliny Piasna- Stupeckiej uznaje za
bardzo cenne i wazne w dziedzinie zdrowia publicznego. Szczegdlnie wobec faktu, ze nowotwor
piersi znajduje sie na niechlubnym pierwszym miejscu przyczyn $mierci kobiet w Polsce. Co roku
umiera na nowotwory ztosliwe 22,5% kobiet. Z danych Organizacji Wspélpracy Gospodarczej i
Rozwoju (OECD) wynika, ze $rednio 41,8 na 100 tys. Polek zmarto w 2020 r. na raka piersi. W 2015
r. ta liczba wynosita 31,1, a w 2000 r. - 30,2. Mamy wigc do czynienia ze stalym wzrostem
zachorowania na ten nowotwér, pomimo dodatkowych naktadéw finansowych, rozwoju medycyny,
a takze, przynajmniej w teorii, zwiekszenia spolecznej $wiadomosci w zakresie profilaktyki
(bezptatna mammografia dla kobiet 50-69 lat).

Z obowiazku recenzenta bardzo prosze¢ o ustosunkowanie si¢ pani mgr Eweliny Piasna —
Stupeckiej do ponizszych pytan wynikajgcych bezposrednio z analizy dysertacji doktorskiej podczas
publicznej obrony. W opinii Pani Doktorantki czy zmienno$¢ gatunkowa buraka ¢wiklowego
(analizowano odmiane Rywal) a co za tym idzie rozna zawarto$ci badanych skladnikéw moze mieé
istotne znaczenie w rekomendacji dziatania chemoprewencyjnego tego produktu? Kolejne pytanie
zwiazane jest z wykorzystaniem wynikow uzyskanych w pracy doktorskiej w profilaktyce
nowotworu gruczohu piersiowego. Jakie widzi Pani mozliwosci aplikacyjne zwigzane z uznaniem
soku z pedéw buraka éwiktowego za naturalny produkt o wlasciwosciach antynowotworowych. I
dalej jakie powinny by¢ nastepne kroki i dziatania w popularyzacji tym zakresie badanego w pracy

doktorskiej produktu.

Podsumowanie

Biorac pod uwage wszystkie elementy pracy, a wigc przygotowanie badan i wykonanie analiz
statystycznych, opracowanie teoretyczne tematu, interpretacje uzyskanych wynikow uwazam, ze
przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Eweliny Piasna-Stupeckiej zatytulowana
,Wplyw soku z mtodych pedéw buraka ¢wikltowego (Beta vulgaris L.) na mechanizmy apoptozy
komorek nowotworowych gruczotu piersiowego” wnosi nowe elementy poznawcze, rozszerza

wiedze z dziedziny nauk rolniczych, ale takze medycznych.



Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. 0 stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz. U. Z 2017r,,
poz.1789).

Wnosze zatem do wysokiej Rady Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia
o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Piasna-Stupeckiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie

stopnia doktora oraz o wyrdznienie pracy doktorskiej.

Wroctaw, dn. 26.04.2022r.



