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Recenzja
pracy doktorskiej
pt.: ,,Apoptoza komoérek czerniaka indukowana przez kwasy tluszczowe zéltka jaja
biofortyfikowanego w sprzezone dieny kwasu linolowego (CLA)”

wykonanej przez mgr Dominika Domagale

w Katedrze Zywienia Czlowieka

Wydzialu Technologii Zywnosci
Uniwersytetu Rolniczego im. H. Kollataja w Krakowie
pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Teresy Leszczynskiej

oraz dr hab. Anety Koronowicz

Ocena wyboru tematu

Czerniak nalezy do najbardziej zlosliwych nowotworow cztowieka, charakteryzuje si¢
systematycznie wzrastajagcym wspotczynnikiem zachorowalnosci i jest nadal wyzwaniem dla
wspotczesne] onkologii. Pomimo postgpow, jakie dokonaly si¢ w dziedzinie zaréwno
profilaktyki, diagnostyki, jak i biologii molekularnej, praktyczne wykorzystanie tej wiedzy wcigz
jest niewielkie, a problem stanowig roéwniez ograniczone mozliwosci leczenia. Brak skutecznej
metody leczenia wymaga poszukiwania réznych S$ciezek terapeutycznych. Postgpowanie

powinno by¢ indywidualne.
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Sprzezone kwasy linolowe (CLA, conjugated linoleic acids) obejmuja grupg pozycyjnych
i geometrycznych izomeréw kwasu linolowego (oktadekadienowego), ktérych cecha
charakterystyczng jest obecno$¢ w czasteczce ukladu wigzan podwdjnych, “sprzezonych” -
zlokalizowanych blisko siebie, co odroznia je miedzy innymi od kwasu linolowego. Za
pierwotne zrédlo CLA uwaza si¢ bakteryjne procesy biohydrogenacji kwasu linolowego w
zwaczach zwierzat przezuwajacych, w wyniku ktérych wytwarzane sg izomery, ktore wraz z
krwig transportowane sa do tkanki tluszczowej 1 mleka. Wykazano istnienie wielu réznych
izoform CLA. Przyjmuje si¢, ze za ich aktywno$¢ biologiczng odpowiada przede wszystkim
izomer cis-9, trans-11, stanowigcy okoto 80% caltkowitej puli CLA w migsie wolowym oraz
izomer trans-10, cis-12, bedacy glowng izoformg syntetycznie otrzymywanego CLA. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen wykazaly takze interakcje CLA z ukladem odpornosciowym
przejawiajacg si¢  wzrostem aktywnosci limfocytow oraz produkcji  przeciwciat
odpornosciowych. Ponadto, wyniki licznych badan wskazuja na potencjalne wilasciwosci
przeciwnowotworowe tej grupy zwigzkow. Jako jedyne ze wszystkich kwasow thiszczowych
zostaty uznane w 1985 roku przez Amerykanska Akademi¢ Nauk (National Academy of Siences
of USA) za zwigzki o zdolnosci hamownia kancerogenezy u zwierzat. Od odkrycia wlasciwosci
antymutagennych CLA wykazano, ze suplementacja izomerami tego zwigzku przeciwdziata
skutecznie procesom nowotworowym na réznych modelach zwierzecych. Do potencjalnych
mechanizméw odpowiedzialnych za ten efekt naleza: modulacja produkcji eikozanoidow,
ingerencja w szlaki sygnalizacji komoérkowej, hamownie syntezy DNA oraz promowanie
apoptozy. W badaniach in vitro stwierdzono, ze suplementacja CLA zmniejsza st¢zenie czynnika
wzrostu $rodblonka naczyn (VEGF, vascular endothelial growth factor) oraz podstawowego
czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF, basic fibroblast growth factor). Obniza ponadto stezenie
cyklin D i A oraz stymuluje ekspresje biatka p53. W Kkilku badaniach eksperymentalnych
wykazano, ze CLA hamuje rozw6j chemicznie indukowanych nowotworéw sutka, skory,
okreznicy, zoladka, jelita grubego. Obserwowano zalezno$¢ pomigdzy sita hamowania
onkogenezy a ilo$cig podawanej mieszaniny izomerow.

Innym waznym aspektem, ktory czgsciowo zostat takze podjety w ocenianej rozprawie

doktorskiej jest znaczenie suplementow diety w sposobie zywienia i stylu zycia Polakow. W
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ostatnich latach rynek suplementow gwattownie wzrost. Szacuje si¢, ze okoto 20% populacji w
Polsce stosuje suplementy diety. Znaczenie suplementow diety dla zdrowia jest tez ciagle badane
i powoduje istotne réznice zdan wsrdd fizjologow, lekarzy, dietetykow 1 farmaceutéw. Coraz
czesciej pojawia si¢ tez pytanie o bezpieczenstwo ich stosowania. W ostatnich latach obserwuje
si¢ staly, bardzo szybko narastajacy, wzrost zazywania suplementoéw diety. Dotyczy to zaréwno
0sob zdrowych, jak i chorych. Bardzo czgsto po suplementy diety siggaja osoby uprawiajace
sport, ludzie starsi oraz zyjacy w szybkim tempie, niemajacy czasu na racjonalne zywienie.
Niektoére suplementy stosowane sg takze jako uzupetnienie farmakoterapii badz tez z zamiarem
poprawienia urody lub wygladu skory.

I ostatni aspekt to podjecie tematyki 1 zagadnien zwigzanych z charakterystyka 1 oceng
wplywu na organizm zywnosci o cechach funkcjonalnych.

Z tego wzgledu uwazam, ze podjete przez Doktoranta badania, charakteryzowane w
ocenianej dysertacji naukowej nad przeciwnowotworowymi dziataniami CLA, wydajg si¢
istotnym faktem 1 zachgcaja do poszerzania badan pozwalajacych okresli¢ mechanizmy
oddziatywania izomerow CLA na organizm.

W ciggu roku na czerniaki skory umiera w Polsce ponad tysigc 0osob. Oprdcz znacznej
Smiertelnosci niepokoj budzi takze utrzymujacy si¢ wzrost zachorowalnos$ci, ktora ulega
podwojeniu co 10 lat. Umieralno$¢ z powodu czerniaka jest najwicksza w grupie chorych w
wieku ponizej 30 lat, a mediana wieku zachorowania jest podobna dla obu pitci i wynosi 51 lat.
W tym wzgledzie badania podjete przez mgr Dominika Domagale sg w peini aktualne i1
uzasadnione.

Celem przedstawionej do recenzji dysertacji doktorskiej bylo okreslenie, in vitro, nie
przebadanych dotychczas mechanizmoéw potencjalnie przeciwnowotworowego dzialania
mieszaniny kwasow tluszczowych, wyekstrahowanych z zéttek jaj kurzych wzbogaconych w
sprzezone dieny kwasu linolowego (CLA), w odniesieniu do ludzkich nowotworowych komorek
czerniaka linii WM793 i 1205Lu oraz prawidlowych komorek fibroblastow linii BJ,
stanowiacych kontrole. Cel badan, poprzedzony sformulowaniem logicznych celow

szczegdlowych 1 hipotez, zostat w jasny sposob sformutowany 1 w pehi zrealizowany.
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Ocena bibliografii i znajomosci tematu na tle piSmiennictwa

Bibliografia pracy obejmuje 218 publikacji naukowych starannie dobranych i
wyselekcjonowanych ze zbiorow pismiennictwa polskiego i §wiatowego, nalezy zwrdci¢ uwage
iz publikacje anglojezyczne maja znaczny udziat (ok. 80%). Cytowane piSmiennictwo obejmuje
aktualne informacje dotyczace opracowywanego przez Doktoranta tematu. Dodatkowo w pracy
wykorzystano i1 prawidlowo zacytowano material z 7 stron internetowych. Uwaga Recenzenta
dotyczy potrojnego zacytowania poz. 154, 155 i 156 to ta sama pozycja literaturowa. Dodatkowo

pozycje: 13, 26, 96, 167 nie zostaty wykorzystane w tekscie dysertacji.

W czesci teoretycznej pracy, w oparciu o dobrze dobrane pi$miennictwo, Doktorant
wyczerpujaco omoéwit m.in. przyczyny powstawania, rozwoju oraz podzial nowotworow,
procesy apoptozy. Doktorant przedstawit takze interesujace informacje dotyczace historie 1
znaczenie wzbogacania zywno$ci. Zbyt pobieznie, w opinii Recenzenta, opracowano ten
rozdzial. Zdaniem Recenzenta ten aspekt powinien by¢ szczegdlnie podkreslony i rozwiniety,

gdyz mocno nawigzuje do zasadniczego tematu przedstawionej do recenzji dysertacji.

Warto jednak podkresli¢, ze Doktorant w szczegdétowy i1 bardzo interesujacy, w oparciu o
bardzo dobrze dobrane piSmiennictwo omoéwit i scharakteryzowat prozdrowotne wiasciwosci
kwasow CLA. Ten rozdzial zostat przygotowany w bardzo dojrzaty sposob. Doktorant podkreslit
to, co najwazniejsze w mechanizmach fizjologicznych cztowieka. Dodatkowo istotnym jest, ze
charakterystyka prozdrowotnych wiasciwosci CLA zostalo opisane w kilku podrozdziatach:
wlasciwosci przeciwnowotworowe, dziatanie przeciwcukrzycowe, modulacja metabolizmu w
cukrzycy typu 2, dziatanie przeciwmiazdzycowe, wplyw CLA na ukfad odpornosciowy,
istotnym jest takze wplyw kwaséw CLA zmniejszenia poziomu tkanki thiszczowej i
metabolizmu lipidow, Podsumowujac doktorant przedstawit skuteczne uboczne nadmiernego

spozywania CLA.
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Ocena strony formalnej pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 146 stron tekstu wraz ze spisem
pisSmiennictwa, tabel, rysunkéw i aneksami. Dokumentacja wynikow obejmuje 10 tabeli oraz 23
rycin. Tekst pracy zostal podzielony na 6 cz¢éci z uwzglednieniem wiasciwych proporcji tresci
pomiedzy nimi. Obszerna dokumentacja wynikoOw zostala czesciowo przedstawiona w tekscie
pracy. Przy tak duzej liczbie informacji jest to dobre wyjscie ulatwiajace ich percepcje.
Ciekawym atutem pracy jest proba oceny mozliwosci aplikacyjnych pracy.

Nalezy podkresli¢, ze przedstawiona do recenzji praca zostala przez Doktoranta napisana
starannie, w sposOb poprawny 1 zrozumiaty. Doktorant samodzielnie opracowal caty materiat
biologiczny, ktory to bardzo dokladnie przygotowat do prowadzenia dziatan badan
zasadniczych. Wartym podkre$lenia jest wykorzystanie zaawansowanych metod analitycznych w

realizacji dysertacji naukowej.

Ocena merytoryczna pracy

Celem przedstawionej do recenzji dysertacji doktorskiej bylo okreslenie, in vitro, nie
przebadanych dotychczas mechanizméw potencjalnie przeciwnowotworowego dziatania
mieszaniny kwasoéw tluszczowych, wyekstrahowanych z zottek jaj kurzych wzbogaconych w
sprze¢zone dieny kwasu linolowego (CLA), w odniesieniu do ludzkich nowotworowych komorek
czerniaka linii WM793 1 1205Lu oraz prawidlowych komorek fibroblastow linii BJ,
stanowiacych kontrole. Cel badan, poprzedzony sformutowaniem logicznych celow
szczegOtowych 1 hipotez, zostal w jasny sposob sformutowany i w petni zrealizowany.

Doktorant bardzo dokfadnie scharakteryzowatl sposoby analizy ekspresji gendéw, biatek
proliferacji. Dokonano oceny analizy statyczng i otrzymanych wynikéw. Wato podkresli¢, ze
Doktorant bardzo duzo pracy poswiecit czasy na nabycie doswiadczenia na wykonanie analizg
ekspresji gendw oraz ekspresji biale dwoma metodami : Metoda Western Blot i Metoda
PathScan. Doktorant przeprowadzit takze dyskusj¢ uzyskanych wynikow. Napisana jest bardzo
przejrzyscie, z dobrym odniesieniem do innych autordw. Przedostatnia czgécig pracy sa
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najwazniejsze wnioski, ktore pokazuja, ze Doktorant umie konkretyzowaé obszerne i
wielokierunkowe wyniki badan. Sformulowane przez Doktoranta wnioski podkreslaja
koniecznos$¢ dalszych tego typow badan.

Uwazam, ze tak obszerne badania i uzyskane wyniki upowazniajg w petni Doktoranta do
wykazania wystepowania istotnych lub nieistotnych zaleznosci pomiedzy wspdtoddziatywaniem
roznych badanych czynnikoéw a znaczeniem kwaséw CLA, jego suplementacji w aspekcie
profilaktyki chociazby chorob nowotworowych o r6znym podtozach.

Otrzymane w niniejszej pracy wyniku stanowig obiecujaca podstawe do badan, majacych
na ceku poznanie wptywu nie tylko mieszaniny kwasow thiszczowych wyekstrahowanych z
zottka jaja kurzego wzbogaconego CLA, ale rowniez jej bioetryfikownych w CLA, jako
produktu  funkcjonalnego. = Majgcego  potencjalny  znaczenie @ w  profilaktyce
przeciwnowotworowej. Dzialanie poszczegdlnych kwasow CLA ich mieszanin na modele
komorkowe jest coraz lepiej poznawane i opisane. Kolejne etapy badania powinny dotyczy¢
sprawdzenia wlasciwosci przeciwnowotworowych in vitro na zwierzgtach doswiadczalnych, z
réwnoczesnym poznawaniem ewentualnych wiasciwosci e niepozadanych.

Wyniki uzyskane w ocenianie dysertacji naukowej dla mieszaniny kwasow thuszczowych
wyekstrahowanych z zoltka jaja niewzbogaconego w CLA, okazaty si¢ ciekawe 1 interesujace.
Podobnie jak mieszanina kwasow thuszczowych KT-CLA, jednak mieszanina K-T wykazuje
jedynie tendencji propoptotycznych niektorych genow i biatek.

Doktorant nie unikngl jednak kilku bledow gramatycznych, stylistycznych,
interpunkcyjnych. Mino tych nielicznych bledéw praca jest bardzo estetyczna i dojrzale

przygotowana.
Posumowanie

Biorac pod uwage wszystkie elementy ocenianej pracy, a wi¢gc przygotowanie badan
i opracowanie teoretyczne tematu, przeprowadzenie oceny, wykonanie analizy: ekstrakcji
kwasow thuszczowych, analizy apoptozy, analizy ekspresji genow, biale. Warto doceni¢
naklad pracy jaki zostal wykonany przez Doktoranta w ocenie wplywu mieszaniny kwaséw

tluszczowych wzbogacanie w CLA. Metody badan wykorzystane w cze¢s¢ doswiadczalnej sa
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jednym z najnowoczesniej stonowanych tego rodzajach pracy. Doktorant wykazal sie
bardzo dobra znajomosci metod analitycznych, latwoscig poruszania si¢ w cystometriach i
badaniach chromatograficznych. To zasluguje na duze uznanie.

Wykazane w recenzji uwagi i sugerowane zmiany majg charakter dyskusyjny i nie
umniejszaja merytorycznego znaczenia wykonanych przez Doktoranta badan. Uwazam, ze
praca ta wnosi nowe elementy poznawcze, rozszerza wiedz¢ z dziedziny zywienia czlowieka
0 aspekt poznania, charakterystyki, znaczenia i istoty stosowania kwasow CLA w
profilaktyce réznych schorzen okreslanych jaki niezakazne choroby przewlekle. Jednak
nalezy pamieta¢ takze, aby nie przekracza¢ morm w CLA w stosowaniu w postaci
suplementow diety.

Praca doktorska mgr Dominika Domagaly spelnia wymagania okreslone w art. 13
ust. 1. Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017r. poz.1789).

W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Technologii
Zywnos$ci Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w Krakowie o przyjecie
rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pana mgr Dominika Domagaly do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Technologii Zywnosci
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w Krakowie o wyréznienie rozprawy
doktorskiej pt.: ,,Apoptoza komorek czerniaka indukowana przez kwasy tluszczowe zéttka
jaja biofortyfikowanego w sprzezone dieny kwasu linolowego (CLA)” wykonanej przez

mgr Dominika Domagale.

Dr hab. inz. Monika Bronkowska, prof. nadzw.
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