Warszawa, 29.08.2019

dr hab. Jadwiga Hamutka, prof. nadzw. SGGW

Katedra Zywienia Cztowieka

Wydziat Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Dominika Domagaty
pt. ,Apoptoza komdrek czerniaka indukowana przez kwasy tluszczowe zoftka jaja

biofortyfikowanego w sprzeione dieny kwasu linolowego (CLA)”

wykonanej w Katedrze Zywienia Cztowieka, na Wydziale Technologii Zywnosci,
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottgtaja w Krakowie

pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Teresy Leszczynskiej

oraz promotora pomocniczego dr hab. Anety Koronowicz

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Podstawg wykonania niniejszej recenzji bytlo pismo Dziekana Wydziatu Technologii Zywnosci,
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja w Krakowie dr hab. inz. Agnieszki Filipiak-Florkiewicz,
prof. UR, z dnia 3.07.2019 roku. Przedmiotem recenzji jest ocena czy rozprawa doktorska
mgr. Dominika Domogaly spetnia warunki ustawowe okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku -
o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65 poz. 595,

z pdin. zm.).

2. Uzasadnienie wyboru tematu rozprawy doktorskiej

Sprzgzone dieny kwasu linolowego (ang. Conjugated linoleic acid - CLA), stanowigce mieszanine
izomerdéw kwasu linolowego (C18:2), s3 zwigzkami aktywnymi biologicznie o udowodnionym dziataniu
przeciwnowotworowym, przy czym mechanizmy ich dziatania na komdrke nie zostaty do dokladnie
poznane. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy najwigksza aktywnos¢ biologiczng wykazujg dwa izomery
CLA, tj.: cis9,trans11-CLA (80-90% CLA w zywnosci) oraz trans10,cis12-CLA (3-5% CLA w zywnosci), przy
czym ich wptyw na komérke jest réiny, a czgsto bywa nawet przeciwstawny. Biorgc pod uwage
przeciwnowotworowe wifaéciwosci CLA wykazano, ze obnizaja one proliferacje komérek rakowych,
jednak efektywno$¢ ich dziatania jest r6zna, co moze wynika¢ z réznic w ich pobraniu, przyswajaniu
oraz metabolizmie. W literaturze stosunkowo niewiele jest badar dotyczacych wptywu kwaséw

ttuszczowych zawierajgcych CLA pochodzacych z produktéw zywnosciowych na komdrki



nowotworowe m.in. komdrki czerniaka oraz potencjalnych proapoptotycznych mechanizméw,
za pomoca ktérych izomery te mogg obniza¢ zywotno$é komérek nowotworowych.

Stad tez, zasadnosc podjgcia przez Doktoranta badan in vitro dotyczacych przeciwnowotworowego
dziatania mieszaniny kwaséw ttuszczowych wyekstrahowanych z zéttek jaj kurzych wzbogaconych
w sprzgzone dieny kwasu linolowego (CLA) wzgledem ludzkich komérek nowotworowych czerniaka
linii WM793 oraz 1205Lu, jak réwniez prawidtowych komérek fibroblastéw linii BJ stanowigcych
kontrolg (grupe odniesienia) uwazam za celowe i bardzo potrzebne, nie tylko ze wzgledéw

poznawczych, ale réwniez aplikacyjnych.

3. Ogédlna charakterystyka i ocena formalna pracy

Uktad rozprawy doktorskiej jest typowy dla prac promocyjnych o charakterze do$wiadczalnym.
Dysertacja jest klasycznym opracowaniem przedstawionym w postaci maszynopisu, liczagcym 156
stron, sktadajacym sig z 8 rozdziatéw oraz wykazu stosowanych skrétéw, streszczenia w jezyku polskim
i angielskim. W pracy zamieszczono 9 tabel oraz 22 ryciny. Poszczeg6ine rozdziaty pracy ukfadajg sie w
logiczng cato$¢. Konstrukcje pracy doktorskiej oparto na szesciu gtéwnych rozdziatach obejmujacych
wstep stanowigcy przeglad pismiennictwa naukowego z zakresu prowadzonych badan, cel pracy oraz
hipotezy badawcze, materiat i metody, wyniki, dyskusje wynikéw oraz podsumowanie. Pierwsze
rozdzialy zawierajg wstep i przeglad pismiennictwa (czes¢ teoretyczna), a pozostate dotycza czesci
empirycznej. Proporcje poszczegélnych czesci pracy sg prawidiowe, a uzyskane wyniki
zinterpretowano i przedyskutowano prawidtowo.

W dysertacji zacytowano 216 publikacji naukowych i 7 stron internetowych. Dobér bibliografii jest
odpowiedni i obejmuje najwazniejsze pozycje literaturowe z tego zakresu. Od strony formalnej praca

nie budzi zastrzezen.

4. Charakterystyka i ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Badania do niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono w ramach 2 grantéw badawczych
finansowanych z Narodowego Centrum Nauki (2011/03/B/NZ9/01423 oraz 2016/21/N/NZ9/01331),
w ktérych w jednym Doktorant byt wykonawca a w drugim kierownikiem.

Problematyka pracy majaca na celu poznanie oraz wyjasnienie mechanizméw odpowiedzialnych za
proliferacje komérek nowotworowych, indukcje apoptozy oraz wytypowanie gendéw i biatek
zwigzanych z apoptoza, ktérych ekspresja ulegta zmianie na skutek dziatania mieszaniny sprzezonych
dienéw kwasu linolowego pochodzacych z zéttek jaj kurzych wzbogaconych w CLA w moim odczuciu
- jest bardzo cenna. Stad tez wybér problemu badawczego recenzowanej rozprawy doktorskiej mgr.
Dominika Domagaty jest w petni uzasadniony potrzebami spotecznymi i bardzo aktualny w kontekscie
stale wzrastajacej liczby zachorowan na rézne typy nowotworéw, w tym réwniez nowotwory skory.
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Przeglad pismiennictwa jest bardzo dobrym wprowadzeniem w problematyke opracowania oraz
przeprowadzonych w dalszej czesci pracy analiz. W rozdziale tym, Doktorant przedstawia m.in.
definicje, przyczyny powstawania oraz patofizjologie nowotworéw, zagadnienia zwigzane z apoptoza
komérek oraz wzbogacanie zywnosci, jak rowniez synteze, #rédta zywieniowe i wiasciwosci
prozdrowotne sprzezonych dienéw kwasu linolowego.

Podsumowujac stwierdzam, iz Doktorant dokonujac opisu dotychczasowego stanu wiedzy, dobrze
uzasadnit zatozenia pracy oraz potrzebe podjecia niniejszych badan.

Cel pracy zostat przedstawiony prawidtowo i taczy sie w logiczng cato$é z wezesniejszym przegladem
pismiennictwa, pozwalajac na weryfikacje postawionych hipotez. Do zrealizowania celu giéwnego
okreslono 4 cele szczegbétowe oraz sformutowano cztery hipotezy badawcze.

Materiaty i metody. Badanie zostato przeprowadzone w ramach projektéw badawczych NCN,
a Doktorant umiejetnie wykorzystat bardzo dobre wyposazenie Katedry Zywienia Czfowieka UR
w Krakowie, jak réwniez wiedze i umiejetnosci zespotu realizujgcego badania z zakresu nutrigenomiki
Zywienia cztowieka. Metodyka pracy zostata dobrze zaplanowana i szczegétowo opisana (15 stron
maszynopisu), z doktadnym podaniem warunkéw do$wiadczalnych (m.in. wzbogacanie jaj kurzych w
CLA, ich pozyskiwanie i identyfikacja; hodowle komérkowe wraz z warunkami doswiadczalnymi),
wykonania poszczeg6lnych analiz, w tym cytotoksycznosci, proliferacji, apoptozy oraz ekspresji gendw
i biatek, jak réwniez zastosowanych metod (np. metody RealTime-PCR, Western blot), odczynnikéw do
analiz oraz sprzetu najnowszej generacji. Pozwala to na doktadne przesledzenie poszczegdlnych
etapow pracy oraz ich mozliwo$ci odwzorowania.

Rozdziat Wyniki skfada sig z osmiu podrozdziatéw. W tej czeéci - wynikowej Doktorant wyczerpujgco
omowit uzyskane wyniki, kt6re zinterpretowano w oparciu o wiaéciwie dobrane metody statystyczne.
Wyniki zostaty przedstawione w logiczny i zrozumiaty sposéb. Nazwy rozdziatéw s czytelne i oddaja
w petni informacje dotyczacg zamieszczonych analiz. Wyniki badari zostaty zestawione w postaci tabel

i rycin. To, co sie nasuwa w trakcie czytania tego rozdziatu, to ewentualne przeniesienie
podrozdziatéw 4.1. Analiza profilu wyekstrahowanej mieszaniny kwaséw tiuszczowych oraz
4.2 Wybdr optymalnego, nietoksycznego zakresu steieri mieszaniny kwasow ttuszczowych do
metodyki (sprawa dyskusyjna) oraz interesujace graficzne przedstawienie zaréwno detekcji komérek
apoptotycznych, jak réwniez zmiany fazy cyklu komoérkowego komérek nowotworowych
i proponowanych mechanizméw dziatania mieszanin kwaséw ttuszczowych. Wymaga to z jednej
strony dobrej znajomosci programéw (np. program GraphPad Prism), jak rowniez dobrej znajomosci
metod i mozliwosci ich zastosowania w praktyce.

Dyskusja wynikéw jest dobrze napisang i wartosciowa czescig dysertacji. Ta cze$¢ rozprawy
przedstawiona zostata zgodnie z zaprezentowanymi wczesniej celami oraz opisanymi wynikami, co
sprawia, Ze praca jest spdjna tematycznie, a jej uktad przejrzysty. Autor rzetelnie i umiejetnie
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konfrontuje wilasne osiggniecia i obserwacje z wynikami prac innych autordw w odniesieniu do
postawionych hipotez badawczych, starajac sie okresli¢ stopier ich weryfikacji. Nalezy podkresli¢, ze
Doktorant wykazat sie dobrg znajomoscig stanu wiedzy w zakresie rozwigzywanego problemu
badawczego. Ma On jednak $wiadomosc ograniczen prowadzonych analiz wskazujgc na koniecznoéé
ich kontynuacji i potwierdzenia np. badanych zwigzkéw (naturalnych oraz syntetycznych) w stosunku
do innych typow nowotworéw. Dodatkowym ciekawym atutem pracy i jednoczesnie godnym
podkredlenia, jest przedstawienie w podsumowaniu proponowanych mechanizméw apoptozy
ludzkich komérek nowotworowych linii WM793 pod wplywem dziatania mieszaniny kwasow
ttuszczowych wyekstrahowanych z z6ftka jaja kurzego wzbogaconego w CLA (ryc. 21) oraz dla
porownania dziatania mieszaniny kwasow ttuszczowych wyekstrahowanych z zé6ttka jaja kurzego
niewzbogaconego w CLA (ryc. 22). Wskazuje to na mozliwosci praktycznego zastosowania
uzyskanych wynikéw oraz wytyczenie kierunkéw dalszych badarn (np. na zwierzetach
doswiadczalnych).

Przygotowang rozprawe doktorskg korczy rozdziat Podsumowanie (z wnioskiem ogdlnym). Zdaniem
recenzenta siedem przedstawionych w podsumowaniu punktéw bardziej odpowiada stwierdzeniom
koricowym, ktére sg syntetycznym podsumowaniem podjetych badan. Weryfikacja hipotez
odzwierciedla najistotniejsza warto$¢ merytoryczng pracy. Doktorant wykazat, ze mieszanina kwaséw
ttuszczowych wyizolowanych z z6ttka jaja kurzego wzbogaconego w procesie biofortyfikacji w izomery
CLA silnej niz mieszanina kwaséw tluszczowych nie zawierajgcych tych izomeréw zmniejszata
proliferacje ludzkich komérek nowotworowych czerniaka linii WM793, a nie wykazano tak istotnych
zmian w przypadku komdrek nowotworowych linii 1205Lu.

Ponadto obnizenie proliferacji ludzkich komérek nowotworowych czerniaka byto zwigzane z indukcja
apoptozy. Mieszanina badanych kwaséw wzbogaconych w CLA zwiekszata ekspresje genéw oraz
aktywacje biatek odpowiedzialnych gtdwnie za apoptoze zaleing od szlaku mitochondrialnego. Tak jak
stusznie podkresla Doktorant istnieje konieczno$¢ kontynuacji tego typu badan z powodu braku
spojnosci wynikéw z obecnym stanem wiedzy, ale gtéwnie z powodu ich nowosci wymagajacej
potwierdzenia.

Bibliografia — wg. Doktoranta liczy 218 pozycji, przy czym po odjeciu powtérzen (3 razy jest zapisana
ta sama pozycja literaturowa - Ochoa i in., 2004) obejmuje 216 pozycji literaturowych. Zamieszczona
w pracy bibliografia jest obszerna i dobrze dobrana, pochodzi gtéwnie z osrodkéw zagranicznych,
stanowigcych przewazajacg wiekszos¢ w tym zakresie (powyzej 95%), w tym 7 pozycji pochodzi z
wlasnego osrodka (Katedra Zywienia Cziowieka UR w Krakowie, w tym w 2 Doktorant jest
wspdtautorem). Na podkreélenie zastuguje fakt, ze Doktorant zacytowat zaréwno prace pochodzace
sprzed wielu lat (1957 — poz. 65) jak i najnowsze z 2019 roku. Swiadczy to dobrym rozeznaniu

literaturowym Autora rozprawy.



Jak wspomniatam wczesniej, oceniana dysertacja wykonana jest starannie i napisana zostafa

poprawnie pod wzgledem jezykowym i merytorycznym, niemniej jednak z obowigzku recenzenta 7

chciatabym zwrdci¢ uwage na kilka kwestii, ktére zauwazytam podczas czytania pracy:

- podpisy rycin powinny znajdowac sie pod rycinami, tak jak w przypadku ryc. 21i22;

- zmiana miejsca i kolejno$¢ niektérych tabel i rycin zwiekszytaby czytelnoé¢ pracy (np. tab. 6 i ryc.
14; podsumowanie str. 74 na str. 75 );

- nieliczne bfedy literowe i stylistyczne (np. apoptoryczne zamiast apoptotyczne — str. 57, tres¢ jaj,
tytuty podrozdziatéw 6.6; 5.7 i 5.8 - powinno by¢ wptyw nie wptywu);

- drobne niescistoéci w spisie piémiennictwa (np. poz. 105 i 107; 113 i 114 bez liter a, b; pisownia

czasopism).

Odnoszac sie do przeprowadzonych przez Doktoranta badar i bardzo ciekawych wynikéw wtasnych,
podczas publicznej obrony pracy doktorskiej prositabym o ustosunkowanie sie do ponizszych kwestii:
e Jaki byt wkiad Doktoranta w badania, biorgc pod uwage iz przedstawione w dysertacji wyniki
byty realizowane w ramach 2 grantéw badawczych finansowanych przez NCN?
= Co Doktorant uznaje za swoje nowatorskie osiggniecie naukowe i jak zamierza to wykorzysta¢
w dalszej pracy? Czy zaprezentowany uktad badawczy mozna wykorzysta¢ do opracowania
zalecen dietetycznych w celu projektowania terapii dietetycznych na etapie
prewencji/leczenia choréb nowotworowych?

= Jakie sg mozliwosci i jednoczes$nie ograniczenia wykorzystania uzyskanych wynikow?

5. Podsumowanie i wniosek koficowy

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji praca doktorska oraz uzyskane wynik sg bardzo interesujgce z punktu
widzenia poznawczego, a problem badawczy podjety przez Doktoranta ma wazne znaczenie naukowe,
duzy potencjat eksploracyjny i mam nadzieje realne mozliwosci zastosowania w profilaktyce
zdrowotnej. Przedstawiona w pracy cze$¢ teoretyczna nie budzi zastrzezen. Jest dobrze osadzona w
obszernej, aktualnej i trafnie dobranej literaturze przedmiotu. Cze$¢ doswiadczalna zostata
przedstawiona jasno i przejrzyscie, a sformutowane hipotezy badawcze prawidtowo zweryfikowane.
Czesc¢ eksperymentalna zostata przeprowadzona konsekwentnie wedtug zamierzen, starannie i przy
pomocy dobrze dobranych oraz aktualnych (nowoczesnych) metod badawczych z wykorzystaniem
bardzo dobrze wyposazonego zaplecza badawczego Katedry Zywienia Cztowieka UR w Krakowie.
Przeprowadzona analiza statystyczna z wykorzystaniem adekwatnych metod oraz prawidiowa

interpretacja uzyskanych wynikéw pozwolita na sformutowanie stwierdzer i wnioskéw, ktére nie



wykraczajg poza uzyskane wyniki, s3 wywazone i korespondujg z celem badan, jaki nakreslit sobie

Doktorant. Praca wnosi nowe elementy wiedzy z zakresu nutrigenomiki zywienia cztowieka.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Dominika Domagaty, pt. ,Apoptoza komdrek
czerniaka indukowana przez kwasy ttuszczowe Zottka jaja biofortyfikowanego w sprzezone dieny kwasu
linolowego (CLA)” spetnia wszystkie wymagania ustawowe okreslone w Ustawie z dnia 14. marca 2003
roku stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki wraz z pozniejszymi
zmianami, stawiane rozprawg doktorskim (Dz. U. 2003 nr 65 poz. 595, z p6Zn. zm.). Autor wykazat sie
dobrg znajomoscig tematu, zrealizowat postawione sobie cele badawcze i umiejetnie zinterpretowat
uzyskane wyniki, wnoszac nowe dane do nauki o zywnosci i zywieniu. Stad tez wnioskuje do Wysokiej
Rady Wydziatu Technologii Zywnosci, Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koftataja w Krakowie
o dopuszczenie Pana mgr. Dominika Domagaty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, biorgc pod uwage podjetg tematyke, wpisujgca sie w nurt najnowszych badan z zakresu
nutrigenomiki, szeroki zakres dobrze zaplanowanych i konsekwentnie zrealizowanych badan oraz
wnikliwg analize uzyskanych wynikdw, wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu o wyréznienie rozprawy
doktorskiej mgr. Dominika Domagaty pt. , Apoptoza komdrek czerniaka indukowana przez kwasy

ttuszczowe Zoftka jaja biofortyfikowanego w sprzezone dieny kwasu linolowego (CLA)”.




