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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Banys pt.:
,»Wptyw nanogenisteiny na rozwdj i przebieg procesu nowotworowego
indukowanego DMBA u szczuréw”

Od- wielu lat choroby nowotworowe sg druga przyczyng zgondéw w Polsce, po
chorobach uktadu krazenia. Prognozuje sig, ze liczba zachorowar i zgonéw na nowotwory
ztoéliwe bedzie systematycznie wzrastac i stang sie one pierwsza przyczyng zgonéw u oséb
przed 65. rokiem zycia. Obserwowany w Polsce wzrost zachorowari na nowotwory jest
wynikiem zmian demograficznych — starzenie sig spoteczeristwa, jak i skutkiem narazenia na
czynniki ryzyka, szczegélnie w wyniku zmian cywilizacyjnych i zanieczyszczenia srodowiska.
Nie mniej wazne sg czynniki zwigzane ze stylem zycia, w tym nieodpowiednia dieta — m.in.
niskie spozycie warzyw, owocow czy ryb, wzrost spozycia zywnosci wysoko przetworzonej,
otyto$¢, brak aktywnosci fizycznej, naduzywanie wysokoprocentowych alkoholi, a takze
palenie papieroséw. Powyzsze czynniki, wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), moga
stanowi¢ ponad 65% sposréd wszystkich czynnikéw ryzyka choréb nowotworowych. Pomimo
postepu w dziedzinie onkologii i wigkszej dostepnosci innowacyjnych metod leczenia liczba
zgondw na nowotwory ztosliwe w Polsce jest nadal wysoka. Jedng z gtéwnych przyczyn duzej
$miertelnosci z powodu nowotwordw jest mata liczba wykonywanych badan kontrolnych i w
zwigzku z tym zbyt pdina diagnoza. Dlatego wprowadzenie programéw profilaktycznych,
majacych na celu wczesng diagnostyke choréb nowotworowych jest niezwykle istotne.

Rak piersi nalezy do najczestszych nowotwordéw ztosliwych u kobiet. Choroba
zazwyczaj przez dtugi czas nie daje zadnych objawéw, a w momencie jej wykrycia czgsto
wystepujg juz przerzuty komodrek nowotworowych do innych narzadéw. Dlatego
najwazniejszym czynnikiem warunkujacym wyleczenie jest odpowiednio wczesna diagnoza,
ktéra mozliwa jest dzieki odpowiedniej profilaktyce i regularnym badaniom. Najczesciej
choruja kobiety po 50 roku zycia, wzrost zachorowarn obserwuje si¢ miedzy 50 a 70 rokiem
zycia, chociaz choroba moze takie wystepowa¢ u kobiet mtodszych. Okoto 5-10%
przypadkéw raka piersi warunkowana jest genetycznie. Najbardziej powszechnymi
mutacjami genetycznymi zwigzanymi z rakiem piersi s3 mutacje genu BRCA1l i BRCA2.
Opisywanych jest wiele roznych czynnikow, ktére moga wptywac¢ na powstawanie raka
piersi. Oprocz genetycznych wymienia sie czynniki hormonalne, Srodowiskowe, czynniki
zwigzane z dietg, prokreacjg, brak karmienia piersig czy narazenie na promieniowanie
jonizujace. Nalezy jednak pamietac, ze u znacznej liczby kobiet, ktére zachorowaty na raka



piersi nie wystepowaty zadne czynniki ryzyka. Pomimo znacznego postepu w leczeniu
nowotwordéw leczenie nie zawsze jest skuteczne a stosowane leki czesto powodujg wiele
dziatan niepozadanych, ktdére s3 uciazliwe dla pacjentéw. Dlatego wcigz poszukuje sie
nowych sposobéw leczenia, w tym mozliwosci wykorzystania aktywnych zwigzkéw
pochodzenia naturalnego, ktdére skutecznie moglyby by¢ stosowane np. w leczeniu
uzupetniajgcym, tagodzeniu skutkéw ubocznych i wspomaganiu terapii. Badania naukowe
wykazaty przeciwnowotworowe dziatanie wielu zwigzkéw wystepujgcych w produktach
pochodzenia roslinnego, m.in. takich jak kurkumina, likopen, resweratrol, sulforafan,
kwercetyna, polifenole z owocéw granatu, sktadniki btonnika pokarmowego, polisacharydy
wystepujace w grzybach i wielu innych, ze wzgledu na obecnosé m.in. substancji o dziataniu
przeciwutleniajgcym, immunomodulujgcym i przeciwzapalnym. Najwiecej badan,
wyjasniajgcych mechanizmy dziatania przeciwnowotworowego, zostato przeprowadzonych
na liniach komérkowych, mniej na modelach zwierzecych a jedynie dziatanie nielicznych
zwigzkdéw zostato potwierdzone w badaniach klinicznych.

Genisteina zaliczana jest do grupy izoflawondw, a jej gtéwnym zrédtem w diecie jest
soja i produkty sojowe. W licznych badaniach wykazano, ze genisteina moze wykazywac
dziatanie przeciwnowotworowe min. poprzez indukowanie apoptozy, wptyw na cykl
komdrkowy, hamowanie procesu angiogenezy czy aktywnos$¢ antyproliferacyjng, ale istnieja
takze doniesienia ktore nie potwierdzity tego efektu. Z drugiej strony dostepne sg takze dane
potwierdzajgce pronowotworowe dziatanie genisteiny, szczegdlnie w typach nowotworéw
hormonozaleznych. Cze$¢ badaczy uwaza, ze w przewidywaniu kierunku dziatania genisteiny
i oséb, u ktorych genisteina wywierataby pozytywny efekt przeciwnowotworowy, istotne
moga by¢ czynniki zwigzane z nutrigenomika.

W zwigzku z powyzszym podjety przez Panie mgr Karoling Banys temat rozprawy
doktorskiej jest jak najbardziej aktualny i uzasadniony.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem
dr hab. Barbary Bobrowskiej — Korczak w Zaktadzie Bromatologii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. Praca jest przygotowana w formie monografii (160 stron),
posiada typowy uktad stosowany w rozprawach doktorskich, a mianowicie zawiera czesé
teoretyczng, cel pracy, czes¢ doswiadczalng, opis wynikéw, dyskusje, wnioski,
pismiennictwo, streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Gtéwnym celem naukowym rozprawy doktorskiej byta ocena dziatania nano-, mikro- i
makrogenisteiny na rozwdj i przebieg procesu nowotworowego indukowanego 7,12-
dimetylobenzo[a]antracenem u szczuréw.

Na podstawie przegladu dostepnej literatury, przedstawionego we wstepie dysertacji
Doktorantka sformutowata 5 tez szczegétowych: 1. Suplementacja genisteing wptywa na
rozwdj i przebieg procesu nowotworowego. 2. Genisteina ma wptyw na rozwdj i przebieg
kancerogenezy, a istotng role w tym procesie ogrywajg procesy epigenetyczne. 3. Istotng
role w rozwoju i przebiegu procesu nowotworowego indukowanego DMBA u szczuréw moze
odgrywac wptyw genisteiny na zawarto$¢ i metabolizm kwaséw ttuszczowych. 4. Istotng role
W rozwoju procesu nowotworowego indukowanego DMBA u szczuréw suplementowanych
genisteing moze odgrywac stan zapalny. 5. Dziatanie genisteiny zalezy od wielkosci czastek
(nano-, mikro-, makro-) w jakich genisteina jest podawana zwierzetom do$wiadczalnym.



Badania zostaty przeprowadzone z zastosowaniem modelu zwierzgcego. Materiatem
biologicznym do badan byly: mocz, surowica krwi oraz guzy pozyskane od samic szczuréw
szczepu Sprague-Dawley (n=32). Po 10 dniowym okresie adaptacji do warunkéw
eksperymentu zwierzeta zostaty losowo podzielone na 4 grupy: zwierzeta pozbawione
suplementacji, zwierzeta suplementowane w dawce 0,2 mg/kg m.c. makro-, mikro- (587+83
nm), badZ nano- (92441 nm) genisteing. Genisteina zawieszona w 0,4 ml wody, podawana
byta zwierzetom za pomoca sondy dozotadkowej od 40 dnia zycia do 20 tygodnia zycia
szczuréw. W celu zachowania warunkow eksperymentalnych, zwierzeta z grupy kontrolnej
otrzymywaty za pomoca sondy dozotagdkowej 0,4 ml wody. W celu wywotania nowotworu
sutka szczurom podano sondg dozotadkowg DMBA. Na przeprowadzenie badania uzyskano
zgode Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym nr 645/2018.

W badaniach zastosowano nastepujgce techniki analityczne: chromatografie
cieczowg z detekcjg spektrometrii mas, chromatografie gazowa z detekcjg spektrometrii
mas, metody immunoenzymatyczne, chromatografie cieczowa z detekcjg UV oraz metode
spektrofotometryczna.

Zastosowana w pracy metodyka, w tym zaplanowanie eksperymentu badawczego i
poprawno$¢ wykonania kolejnych jego etapéw nie budza watpliwosci. Jedli w opisie
metodyki na str. 51 podano skrét metody LC-MS/MS to mozna go byto tez uzy¢ na nastepnej
stronie, przy czym na str. 51 powinien by¢ podany producent chromatografu. Podobnie na
str. 53 brakuje producenta chromatografu GC-TOF-MS. Producenci zastosowanych
odczynnikdw réwniez podani s3 wybidrczo, np. genisteiny na str. 48 czy DMBA na str. 50,
natomiast przy wiekszosci zastosowanych odczynnikéw nie podano producenta.

Uzyskane wyniki badan zestawiono w 19 tabelach oraz na 31 starannie
przygotowanych rycinach.

Na uwage zastuguje estetyka przygotowanej dysertacji - staranne, czytelne ryciny i
wykresy, takze w czesci wprowadzajacej, schemat przeprowadzonych eksperymentéw oraz
graficzne przedstawienie wynikow utatwiaja czytajacemu przeanalizowanie najwazniejszych
rezultatow z wykonanych badan.

Dyskusja jest napisana dojrzatym jezykiem naukowym, Doktorantka umiejetnie
konfrontuje uzyskane wyniki z badaniami innych autoréw.

Prace koriczy 6 jasno sformutowanych wnioskéw, wynikajgcych z przeprowadzonych
badari. Wniosek 6 brzmi: ,Suplementacja zwierzat nano-, mikro- i makrogenisteing ma
wpltyw zaréwno na rozwdj procesu nowotworowego, jak réwniez na stezenia wybranych
markerow w ptynach biologicznych szczuréw traktowanych 7,12-
dimetylobenzo[a]antracenem. Poznanie mechanizmoéw dziatania genisteiny w oparciu o
analize wybranych biomarkerow wydaje sie mie¢ ogromne znaczenie w ocenie
bezpieczenstwa jej stosowania. Istnieje potrzeba prowadzenia dalszych badan w tym
kierunku.” W zwigzku z powyzszym prosze o wskazanie jakie dalsze badania mozna bytoby
przeprowadzi¢ w celu oceny bezpieczeristwa stosowania genisteiny?

W pracy wykorzystano 336 pozycji poprawnie dobranego piSmiennictwa, z ktorych
60% pochodzi z ostatnich 10 lat. Na str. 154 zamiast pozycji [354], powinno by¢ [334].



Z obowiagzku recenzenta przedstawiam kilka uwag, ktére dotycza gtéwnie biedow
edytorskich, stylistycznych i niefortunnych sformutowan, ktérych Doktorantka sie nie
ustrzegta.

We wstepie pracy (str. 6) cel badarn moina bylo poming¢, celowi pracy jest
poswiecony oddzielny rozdziat monografii.

Sformutowanie uzyte na str. 7: ,w ramach walki z rakiem piersi” jest zbyt potoczne,
nalezatoby zmienic.

Styl zdania na str. 8: ,,...nadmierne spozywanie ttuszczy, spozywaniem alkoholu oraz
wystepowaniem nadwagi i otytosci, ma zwigzek ze wzrostem ryzyka zachorowania...”
nalezatoby poprawi¢. Podobnie na str. 16: ,Biorac pod uwage powyzszej przedstawione...”

Btedy literowe: str. 36: ,Genisteina znalazta rowniez zastawanie...”, str. 40: (2-krotnie)
»przedmenopauzg”, str. 41: ,..uzasadnione zdaje sie by¢ przeprowadzenie dotykowych
badan.....w celu wyjasnienie dziatania”, str. 44: ,naekspresja”, ,celem terapeutyczny”, str:
108 , kietki koriczyny”, ekstrakt z soji”, str. 143: ,pleotropic”

We wstepie (str. 5) i dyskusji (str. 108) oraz we wstepie streszczenia pracy niektore
zdania brzmig identycznie, nalezatoby unika¢ powtérzen takich samych zdan.

Pewng watpliwos¢ budzi strona tytutowa rozprawy. Podawanie kierunku Farmacja w
rozprawie doktorskiej wydaje sie zbedne. Bardziej poprawne bytoby podanie dyscypliny:
nauki farmaceutyczne lub ,Rozprawa doktorska na stopieri doktora nauk farmaceutycznych”.
Tytut rozprawy w mojej opinii nieco zaweza jej tres¢, poniewaz oprécz nanogenisteiny
przebadano réwniez mikro- i makrogenisteine.

Spis piSmiennictwa jest przerwany, po poz. 323 wstawiono streszczenie w jezyku
angielskim i polskim (wszyte odwrotnie), a nastepnie dalej kontynuowany jest wykaz
literatury. Wynika to z btedu introligatorskiego podczas sktadania i oprawiania pracy,
powyzsza uwaga nie ma wptywu na ocene merytoryczng dysertacji.

Podsumowujac, z petnym przekonaniem stwierdzam, iz zatozenia i cel pracy zostaty w
petni zrealizowane, a uzyskane z badan wyniki i wnioski niewatpliwie posiadajg aspekt
praktyczny. Realizacja badarn wymagata od Doktorantki duzego naktadu pracy i petnego
zaangazowania w realizowane badania. Uwazam, ze przedstawiona do recenzji dysertacja
spetnia ustawowe, z uwzglednieniem art. 13. ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku (z
pézniejszymi zmianami) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki oraz zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z
powyzszym, przedktadam wniosek do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Bany$ do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Bioragc pod uwage aspekt praktyczny, kompleksowos¢ przeprowadzonych badan i
uzyskane rezultaty, ktére wskazuja, ze niewatpliwie powinno sie rozwazy¢ bezpieczeristwo
stosowania preparatow zawierajacych genisteing, szczegdlnie w postaci nanoczastek,
zwracajac uwage na istote problemu, poniewaz nanoczastki s3 obecnie uzywane w wielu
gateziach przemystu, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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