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Choroby nowotworowe sa diagnozowane u ponad 23 milionéw oséb rocznie, bedac przyczyng
ponad 10 milionéw zgonéw. Jednym z najwigkszych problemow onkologicznych w krajach
rozwinietych sg nowotwory piersi. Odpowiedzialne sg one za 23% nowo rozpoznawanych przypadkéw
nowotworéw u kobiet i stanowig przyczyne 14% zgonéw z ich powodu. Z punktu widzenia
dietoprofilaktyki i wsparcia leczenia choréb nowotworowych, szczeg6lnie nowotworéw piersi, istotne
jest zwiekszenie spozycia warzyw i owocéw, bedacych zrodtem zwigzkéw o wiasciwosciach
chemoprewencyjnych. Warzywa sa bogatym Zrédtem réznych fitozwigzkow m.in. polifenoli
(flawonoidéw, flawonoli, flawanoli, proantocyanidyn, procyjanidyn), glukozynolandw, betalain,
saponin, terpenéw, alkaloidéw i kumaryn. Dziatanie chemoprewencyjne zwigzkow biologicznie
czynnych opiera sie na hamowaniu proceséw lezacych u podstawy kancerogenezy poprzez wplyw na
mechanizmy molekularne, w tym szlaki przekazywania sygnatéw, cykl komérkowy czy rézne rodzaje
émierci komorki, m.in. apoptoze. W komérkach nowotworowych zaburzona jest wewnatrzkomorkowa
sie¢ sygnatowa sktadajaca sie z receptoréw, kinaz biatkowych, czynnikow transkrypcyjnych i genéw
docelowych. Wiele naturalnych zwigzkéw chemoprewencyjnych, wsréd nich polifenole, dziataja na
poszczegdlne elementy szlakow sygnatowych wplywajac na roéznicowanie, proliferacje oraz
programowang $mier¢ komorki. Wiele czynnikéw chemoprewencyjnych pochodzenia roslinnego,
wykazuje tez silne wiasciwosci hamujace szlaki sygnatowe receptorow czynnikdw wzrostowych, co

moze wplywaé na procesy proapoptotyczne w komérkach nowotworowych oraz hamowanie ich



inwazyjnosci. Takie wtasciwosci chemoprewencyjne moga by¢ wykorzystane nie tylko w zapobieganiu,
ale i we wspomaganiu terapii nowotworow piersi.

Burak ¢wiktowy jest jednym z popularniejszych warzyw uprawianych w Polsce, bogatym w
zwigzki o wlasciwosciach chemioprewencyjnych, m.in.: witaming C, foliany, polifenole (kwasy
fenolowe, flawonoidy), betalainy i saponiny. Dlatego stusznym wydaje sig podjecie badan majacych na
celu ocene przeciwnowotworowego dziatania soku z mtodych pedéw buraka ¢wikiowego, w
odniesieniu do dziatania soku z korzenia tej roéliny w fazie petnej dojrzatosci, na ludzkie komorki
nowotworowe gruczotu piersiowego, zaréwno hormonozalezne, jak i hormononiezalezne.

Uktad przedstawionej do recenzji pracy Pani mgr inz. Eweliny Piasna-Stupeckiej jest typowy dla
monograficznych dysertacji doktorskich i skfada sig ze: Wstepu, Celu pracy, Materiatu i metodyki pracy,
Wynikéw, Podsumowania i Wniosku ogélnego, Bibliografii oraz wykazu stosowanych skrotéw i
streszczen w jezyku polskim i angielskim.

Wstep pracy stanowi wprowadzenie obejmujgce przeglad literatury dotyczacy charakterystyki
buraka ¢wiktowego (Beta voulgaris L.), w tym zawartosci i dziatania przeciwnowotworowego jego
sktadnikéw takich jak: zwigzki polifenolowe i betalainy oraz etiologii procesu nowotworzenia i
mechanizméw programowanej $mierci komérkowej, stanowigc uzasadnienie postawionego w pracy
celu i hipotez badawczych. Cel jest odzwierciedleniem tematu pracy i obejmuje 5. celéw
szczeg6towych, na ktérych oparto zakres zaplanowanych badan. Na tej podstawie Pani mgr inz.
Ewelina Piasna-Stupecka sformufowata 6. hipotez badawczych dotyczacych poréwnania udziatu
wybranych zwigzkéw bioaktywnych, w tym gtéwnie zwigzkow polifenolowych, w mfodych pedach
buraka ¢wikfowego i w jego korzeniu w fazie dojrzatosci oraz oceny i poréwnania wptywu soku z tych
czedci buraka éwikfowego na proliferacje, cytotoksycznos¢, nasilenie apoptozy i jej mechanizmy w
komérkach nowotworu gruczotu piersiowego (hormonozaleznych — linia komérkowa MCF-7 i
hormononiezaleznych — linia komérkowa MDA-MB-231).

Obszerny przeglad literatury obejmuje 6. czesci, w tym dwie poswigcone zastosowanemu w
pracy burakowi ¢éwikiowemu i cztery odnoszace sig do zagadnien zwigzanych z procesem
nowotworzenia i chemoprewncjg nowotworowa. W dwdch pierwszych rozdziatach wstgpu
literaturowego zwrécono szczeg6lng uwage na zawartos¢ w buraku cwikiowym zwigzkow o
potencjalnym dziataniu przeciwnowotorowym, w tym zwigzkéow  polifenolowych oraz
charakterystycznych dla tego gatunku betalain. W tej czgsci pracy odniesiono sie takze do innych
wiaéciwoéci prozdrowotnych sktadnikéw bioaktywnych pochodzacych z buraka éwiktowego, jak
réwniez réznic w ich zawartoéci w réznych czesciach tej rosliny. Ciekawym uzupetnieniem tej czesci
przegladu literatury jest charakterystyka i uzasadnienie zastosowania w zywieniu cztowieka mfodych
pedéw warzyw, ttumaczace wybér materiatu badawczego zastosowanego w niniejszej dystertaciji.
Nastepne czeéci wprowadzajg w tematyke zwigzang z procesem nowotworzenia, w tym gtéwnie
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zwigzang z mechanizmami apoptozy, jako jednych z istotniejszych szlakéw programowanej Smierci
komérkowej. Zagadnienia zwigzane z réznymi szktami apoptotycznymi i ich zwigzkiem z procesem
nowotworzenia zostaly przedstawione w sposob doktadny, jednoczednie jednak syntetycznie i
czytelnie wskazujac na umiejetno$¢ wnikliwej analizy wykorzystywanej literatury. Ta cze$¢ pracy
stanowi dobre, cho¢ doé¢ obszerne, wprowadzenie do dalszych czedci pracy, uzasadniajac wybér
zastosowanej procedury badawczej.

W rozdziale Materiat i metodyka pracy, Pani mgr inz. Ewelina Piasna-Stupecka w sposob
szczegbtowy odniosta sie do zastosowanego materiatu badawczego, w tym wykorzystywanego
materiatu roélinnego oraz modelowych linii komérkowych, wykorzystanych zaréwno w eksperymencie
badawczym (linia prawidtowych ludzkich komérek nabtonkowych gruczotu piersiowego, linie komorek
nabftonkowych gruczolakoraka piersi hormonozalezne oraz hormonononiezalezne), jak i linii komdrek
gruczolakoraka jelita grubego, ktéra postuzyta do przygotowania modelu in vitro wchfaniania
zastosowanego soku z mtodych peddw i korzenia buraka ¢wiktowego. W tej czesci pracy opisano tez
procedure przeprowadzenia in vitro procesu trawienia i wchfaniania uzyskanego z mtodych peddw i
korzenia buraka ¢wiktowego sokéw. Pewne watpliwosci budzi jednak zastosowanie, podobnie jak w
dalszej czesci pracy, sformutowania ,sztuczny model przewodu pokarmowego”. Okreslenie to stosuje
sie do kontrolowanych zewnetrznie, dynamicznych systeméw, sktadajacych sig z zespotu odpowiednio
pofaczonych bioreaktoréw, symulujacych procesy (trawienia, wchtaniania, feremntacji bakteryjnej)
zachodzace we wszystkich odcinkach przewodu pokarmowego. Systemy takie stanowig odrebne
urzagdzenia sterowanie przez zewnegtrzne systemy kontrolujace, pozwalajagce na symulowanie w
warunkach in vitro wiekszoéci proceséw zachodzacych we wszystkich odcinkach przewodu
pokarmowego. Zastosowana w niemniejszej pracy metodyka jest raczej statycznym modelem
przeprowadzonego w warunkach in vitro procesu trawienia i wchtaniania. W tej czesci metodyki
zabrakio tez troche dalszego opisu procedury pozyskiwania materiatu po przeprowadzeniu
wykonanego in vitro procesu wchfaniania strawionego soku z mtodych pedéw i korzenia buraka
¢wiklowego, ktéry wykorzystano w dalszej cze$ci badan.

Na uwage zastuguje zamieszczenie w tej czesci pracy wyjasnien dotyczacych zastosowanych
metod oceny proliferacji, cytotoksycznosci, nasilenia apoptozy, ekspresji genow i wybranych biatek
zwigzanych z programowang S$miercig komérki, co systematyzuje i utatwia dalszg interpretacje
uzyskanych wynikéw. W opisie analizy statystycznej znalazto sig stwierdzenie sugerujgce poréwnanie
wynikéw uzyskanych na ,komérkach grupy kontrolnej” jedynie z wynikami obserwowanymi na
komérkach poddanych dziataniu jedynie soku z miodych pgdéw buraka ¢wiktowego, jednak
przedstawiane w nastepnej czesci pracy wyniki wskazujg na poréwnanie takze z liniami komérkowymi

poddanymi dziataniu soku z korzenia buraka.



Nastepna cze$¢ dysertacji stanowi rozdziat Wyniki, w ktérym Pani mgr inz. Ewelina Piasna-
Stupecka zawarfa szczegétowe omodwienie uzyskanych wynikéw. Rozdziat ten zaczyna sig od
przedstawienia zawartosci wybranych zwigzkow polifenolowych w mtodych pedach i korzeniu buraka
¢wiktowego, wskazujac na znaczgco wiekszy udziat tych zwigzkéw we wezesnej fazie dojrzatosci rosliny.
Czy jednak procedura przygotowania zastosowanych p6zniej, w badaniach na liniach komérkowych,
sokéw, zwigzana z wyciskaniem oraz przechowywaniem, w tym zamrazaniem i odmrazaniem, mogta
wplynaé na zawarto$¢ zwiazkdw bioaktywnych, a w rezultacie na uzyskane wyniki? Autorka nie podaje
tez, co mogtoby mie¢ znaczenie w ocenie zmian proliferacji i aktywnosci cytotoksycznej w badanych
liniach komérkowych, w jakiej proporcji do medium hodowlanego dodawany byt strawiony i poddany
wchianianiu in vitro sok z mfodych pedéw oraz korzenia buraka.

W pracy zamieszczono 25. rycin i 16. tabel, w tym 18. rycin i 10. tabel przedstawia wyniki pracy.
Warto zaznaczy¢, ze mimo duzego zakresu przeprowadzonych badan i znaczacej liczby uzyskanych
wynikow zostaty one opisane oraz zaprezentowane w sposob przejrzysty i czytelny, stanowigc logicznie
powigzane ze sobg czesci. Zapoznanie sig z przedstawianymi wynikami ufatwia, zamieszczone po
kazdej z cze$ci podsumowanie, bedace synteza najwazniejszych obserwacji min. poréwnaniem wptywu
dziatania soku z mtodych pedéw oraz korzenia buraka ¢wiklowego na wykorzystywane w modelu
doswiadczalnym linie komérkowe gruczolakoraka komorek nabtonkowych gruczotu piersiowego
hormonowrazliwego i hormononiezaleznego.

Bardzo ciekawymi wynikami przedstawionymi w nastgpnej czesci tego rozdziatu jest
poréwnanie wptywu, natywnego oraz poddanego w warunkach in vitro trawieniu i absorbcji, soku z
mtodych pedéw oraz korzenia buraka ¢wiktowego na proces apoptozy komérek nowotworu piersi.
Uzyskane w tej czesci pracy wyniki, takie jak ocena aktywacji kapsaz, szlaku kinazy biatkowej
aktywowanej mitogenami (MAPK) i kinazy fasfatydylo-3-inozytolu (PI13K) oraz ekspresji wybranych
genéw oraz biatek zaangazowanych w programowang $mieré komorki, pozwalaja na poznanie
potencjalnych mechanizméw ttumaczacych wptyw badanego materiatu roélinnego na cykl komdrkowy
i apoptoze komdrek nowotworu piersi. Takie przedstawienie wynikéw stanowi logiczne przejscie do
nastepnego rozdziatu, w ktérym Autorka odnosi swoje wyniki do spostrzezeri innych autorow i
podejmuje prébe wyjasnienia mechanizméw dziatania przeciwnowotworowego zastosowanych w
eksperymentach sokéw z mtodych pedéw oraz dojrzatego korzenia buraka ¢wiktowego.

W nastepnej czeéci dysertacji pani mgr inz. Ewelina Piasna-Stupecka podjefa dyskusje
uzyskanych wynikéw, zwracajac uwage na matg liczbe badan dotyczacych wptywu mtodych pedow
buraka, zaréwno w formie natywnej, jak i po procesie trawienia oraz wchtania, na proliferacje i procesy
apoptozy komérek nowotworowych. Podstawg tej czgsci pracy jest préba wyjasnienia mechanizméw
zaobserwowanego potencjalnego dziatania przeciwnowotworowego soku z burakéw cwiktowych,
zaréwno z mtodych pedéw, jak i korzenia w formie petnej dojrzatosci. Autorka w sposob logiczny i
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systematyczny starafa sie wyjasni¢ obserwowane w swoim badaniu zalezno$ci, zaczynajac od oceny i
poréwnania z obserwacjami innych autoréw charakterystyki zwigzkéw polifenolowych zwartych w
badanym materiale roslinnym, wskazujgc jednoczesnie na ich mozliwy wptyw na proliferacje,
cytotoksyczno$é i programowang $mier¢ komorek nowotworowych. Ciekawym jest poréwnanie
mechanizmoéw dziatania sokéw z mtodych pedéw oraz korzenia buraka na proliferacje, cytotoksycznosé
i apoptoze komoérek nowotworowych gruczotu piersiowego linii zaleiznej oraz niezaleznej od
receptoréw estrogenowych i progesteronowych. W nieco mniejszym stopniu, co bytoby bardzo
ciekawe, Autorka wyjasnita réznice wpltywu na proliferacjg, nasilenie apoptozy oraz aktywacje
zwigzanych z nig biatek, natywnego soku z miodych pedow i korzenia buraka ¢wiktowego oraz tego
samego materiatu roslinnego poddanego modelowemu trawieniu i wchtanianiu w warunkach in vitro.
Zaobserwowano wiekszy wplyw na proliferacje oraz aktywacje apopoptozy strawionego i
wchtonietego w modelu in vitro soku, szczegélnie z mtodych peddéw buraka, cho¢ nie obserwowano
istotnego zmniejszenia aktywacji szlaku kinazy biatkowej aktywowane; mitogenami (MAPK) i kinazy
fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K) czy zmniejszenia aktywacji genu Fas w komérkach nowotworu piersi w
wyniku dziatania strawionego/wchtonigtego soku z mtodych pedéw buraka. Podobnie sok z mfodych
pedéw buraka, zaréwno w formie natywnej, jak i poddany procesowi trawienia i wchfaniania, w istotny
sposdb zmniejszat aktywacje biatka BCL-2 w komodrkach nowotworu piersi, ale jedynie w komdrkach
linii MCF-7 poddanych dziataniu strawionego i wchionigtego w warunkach in vitro soku z mtodych
pedéw buraka obserwowano ekspresje genu BCL2. Obserwowano tez odmienny (zwiekszanie /
zmniejszanie ekspresji biatek) wptyw natywnego oraz strawionego / wchtonietego soku z mtodych
pedéw buraka na ekspresje niektérych biatek zaangazowanych w programowang $mieré komorki m.in.
kapsazy 8 czy poddanej proteolizie formy polimerazy poli(ADP) rybozy. Czy mozliwe jest by podczas
procesu trawienia i wchfaniania w modelu in vitro zmieniat sig sktad zastosowanego w badaniach
surowca roélinnego? Mozliwe, ze oznaczenie zwigzkéw bioaktywnych w sokach z mtodych pedéw oraz
dojrzatego korzenia buraka poddanych modelowemu trawieniu i absorpcji in vitro mogtoby poméc w
wyjaénieniu tych obserwacji. Mata absorbcja z przewodu pokarmowego zwigzkéw polifenolowych
moze by¢ czynnikiem limitujgcym mozliwosci ich biologicznego dziatania na organizm. Tempo i zasieg
absorpcji jelitowej zwigzkéw polifenolowych determinuje ich struktura chemiczna, w tym m.in. masa
czasteczkowa, glikozylacja i estryfikacja. Duza masa czasteczkowa, w tym wiekszy stopien polimeryzcji,
prawdopodobnie zmniejsza ich wchtanianie w przewodzie pokarmowym. Z drugiej strony polifenole,
ktére nie ulegaja absorpcji w swojej naturalnej formie, zanim zostana wchtoniete w dalszej czesci
przewodu pokarmowego, musza by¢ zhydrolizowane przez enzymy rgbka szczoteczkowego lub enzymy
bakteryjne mikroflory okreznicy, co jednak trudno byto zaplanowa¢ w wykorzystanym w niniejszym

badaniu modelu in vitro trawienia i wchfaniania.



Pani mgr inz. Ewelina Piasna-Stupecka sprawnie wykorzystata w dyskusji wynikéw zaréwno
prace o podobnym zakresie eksperymentéw badawczych, jak i takie, w ktorych oceniano dziatanie
pojedynczych fitozwigzkéw lub produktéw z modych pedéw innych roslin na komarki nowotworowe,
w tym tez inne niz komérki nowotworu piersi. Mimo to prowadzona analiza, wskazujaca na mozliwe
mechanizmy dziatania stosowanego w niniejszej pracy materiatu roslinnego, jest spdjna i prowadzi do
syntetycznego podsumowania. Podsumowanie stanowi zebrane w punktach najwazniejsze
spostrzezenia, oparte o wyniki niniejszej pracy. Przedstawione w Podsumowaniu spostrzezenia
odniesione zostaty do zatozonych hipotez badawczych, potwierdzajgc tez realizacjg szerokiego zakresu
pracy. Autorka niniejszej dysertacji zwrécita uwagg zaréwno na potencjalne dziatanie
przeciwnowotworowe soku zaréwno z korzenia, jak i z mtodych pedéw buraka ¢wiktowego, w tym
szczeg6lnie soku poddanego w modelu in vitro trawieniu i wchtanianiu. Odniosta sig takze do
potencjalnych mechanizméw dziatania zastosowanego materiatu roslinnego, wskazujac na zwiekszenie
ekspresji gendw i aktywacje biatek zwigzanych gtownie z mitochondrialnym szlakiem apoptozy oraz
aktywacja genu AKT1 (serynowo-treoninowo specyficznych kinaz biatkowych) oraz wieksze nasilenie
apoptozy i mniejsze obnizenie proliferacji w przypadku linii hormononiezaleznych komorek
nowotworu piersi. W nastepnym rozdziale Pani mgr inz. Ewelina Piasna-Stupecka zamiescita Wnioski
og6lne, bedace bardziej syntetycznym powtérzeniem sformutowanych w Podsumowaniu spostrzezen
— te dwa rozdziaty mozna by byfo pofaczy¢ w jeden np. pt. Spostrzezenia i wnioski.

Zakres przedstawionej do oceny pracy wskazuje na umiejetno$¢ planowania eksperymentu
naukowego i doboru przez Doktorantke wtasciwych metod badawczych. Dodatkowo Pani mgr inz.
Ewelina Pisana-Stupecka wykazata sie sprawng analiza uzyskanych wynikéw, wskazujac na mozliwe ich
powigzania i zaleznosci. Na uwage zastugujg tez przedstawione w sposéb czytelny i syntetyczny
spostrzezenia majace niewatpliwy walor poznawczy, ale takie aplikacyjny. Zwrocenie uwagi ha
mozliwoé¢é wykorzystania, nie tylko w dietoprofilaktyce, ale i w dietoterapii nowotworu piersi,
przetworéw z powszechnie dostepnej rodliny jakg jest burak cwiktowy jest niezwykle cenne. Bardzo
waznym jest tez ostatni wniosek zawarty w niniejszej pracy, wskazujacy na potrzebe dalszych badan
dotyczacych dziatania przeciwnowotworowego tego materiatu roslinnego, szczegélnie pochodzacego
z mtodych pedoéw.

Ostatnia cze$¢ pracy stanowi Bibliografia, na ktéra sktada sie 276. pozycji literaturowych, w
tym 1/3 opublikowana w ostatnich 10 latach. W pracy moze nieco zabrakto spisu rycin i tabel, co
mogtoby poméc w sprawnym odnajdowaniu prezentowanych w pracy wynikow.

Podsumowujac rozprawa doktorska mgr inz. Eweliny Piasna-Stupeckiej jest wartosciowym
opracowaniem badawczym o duzym walorze aplikacyjnym. Pani mgr inz. Ewelina Piasna-Stupecka
wykazata sie znajomoscia podjetej tematyki badawczej, umiejetnoscia weryfikacji stawianych hipotez,
a przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne opracowanie naukowo-badawcze.
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Rozprawa wnosi istotng warto$¢ poznawczg do nauk z zakresu technologii zywnosci i zywienia, bedac
przyczynkiem do dalszych badar oceniajgcych mechanizmy dziatania przeciwnowotworowego

przetwordw z buraka ¢wiktowego, w tym szczegélnie przygotowanych z mtodych pedow.

Praca Pani mgr inz. Eweliny Piasna-Stupeckiej pt.: ,Wptyw soku z mtodych pedédw buraka
¢wiktowego (Beta Vulgaris L.) na mechanizmy apoptozy komdrek nowotworowych gruczotu
piersiowego” w petni odpowiada wymaganiom stawianym pracom badawczym na stopieri doktora
zgodnie z Ustawg z dnia 14.03.2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017r. poz. 1789 z pdZniejszymi zmianami) w zwigzku z art. 179 ust. 1
i ust. 3 Ustawy z dnia 3.07.2018 r.: Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669). W zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny technologii
zywnosci i zywienia, Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja w Krakowie o przyjecie rozprawy
doktorskiej Pani mgr inz. Eweliny Piasna-Stupeckiej i dopuszczenie jej do dalszego toku postgpowania

oraz publicznej obrony pracy, wnioskujac dodatkowo o wyrdznienie niniejszej dysertacji.
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