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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
mgr inz. Elizy Korkus
pt. ..Zwiazki lipidowe zawarte w owocach rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides L.) jako
ligandy receptoréw sprzezonych z biatkiem G zaangazowanych w utrzymanie homeostazy
glukozy ” wykonanej na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Eddzkiej pod
kierunkiem dr hab. Edyty Gendaszewskiej-Darmach, prof. uczelni

Niniejszq recenzje wykonano w odpowiedzi na Uchwale nr 100/2024 Rady do Spraw Stopni Naukowych w
dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci | zZywienia z dnia 9 lipca 2024 r. oraz na
podstawie przepiséw Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, zwanej dalej Ustawg (Dz. U.
2018, poz. 1668 z péin. zm.). Recenzje sporzgdzono w oparciu o otrzymang w dniu 3.09.2024 r. rozprawe doktorskg
niniejszej kandydatki do stopnia doktora zwanej dalej Kandydatkq. A

Wybér i znaczenie tematu

Utrzymanie homeostazy glukozy we krwi jest bardzo waznym i zlozonym procesem
fizjologicznym, ktorego zaburzenia moga prowadzi¢ do rozwoju cukrzycy typu 2, charakteryzujacej
sie opornoscig tkanek na insuling i wzglednym niedoborem tego hormonu. Cukrzyca typu 2 wiaze sie
z wystgpowaniem otylosci, a podstawg jej zapobiegania jest zbilansowana pod wzgledem
kalorycznym i odzywczym dieta, ktéra moze takze dostarcza¢ zwigzki biologicznie aktywne
korzystne dla naszego zdrowia. Wtérnym sposobem radzenia sobie z cukrzycg typu 2 sg réznego
rodzaju leki przeciwcukrzycowe, ktérych przyjmowanie jest jednak powigzane z mniejszymi lub
wigkszymi skutkami ubocznymi. Interesujacymi i relatywnie niedawno wprowadzonymi na rynek
lekami przeciwcukrzycowymi sa analogi glukagonopodobnego peptydu 1 (GLP-1) o dodatkowych
wlasciwosciach odchudzajacych, ktore m.in. nasilajg stymulowany glukozg proces wydzielania
insuliny. Na poziomie komoérkowym wydzielanie insuliny stymulowane glukoza jest procesem

bardzo zlozonym, w ktoérym, oprocz kluczowej roli przezblonowych transporteréw glukozy,



uczestnicza takze receptory sprzezone z bialkiem G, aktywujgc specyficzne szlaki sygnatowe
wewnatrz komoérek f wysp trzustkowych. Wsrdd nich wyrdzniamy receptory bedace przedmiotem
niniejszej rozprawy, ktore m.in. majg zdolnos¢ wiazania wolnych kwasow thuszczowych.

Jednym z podstawowych zrdédel kwasow thuszczowych i innych lipidow w diecie sa oleje
roslinne, wsrod ktorych olej z miazszu owocoéw rokitnika zwyczajnego jest relatywnie mniej
popularny. Olej ten zawiera jednak wyjatkowo duza ilos¢ jednonienasyconego kwasu
palmitooleinowego (srednio 30% wszystkich kwasow; 16:1 n-7), ktéremu przypisuje sie wlasciwosci
poprawiajace metabolizm glukozy. Co istotne, kwas palmitooleinowy jest obecny w naturze
zazwyczaj w niewielkich ilosciach w postaci jednej z dwoch izomerycznych form, cis lub trans, co
dodatkowo komplikuje zidentyfikowanie jego rzeczywistej bioaktywnosei. Na tym tle podjete przez
mgr inz. Elize Korkus badania dotyczace roli oleju rokitnikowego, izomerow kwasu
palmitooleinowego oraz jego pochodnych w regulacji homeostazy glukozy za posrednictwem

receptorow sprzezonych z biatkiem G sg ciekawe i uzasadnione.

Formalna ocena rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest obszernym, wyodrebnionym i opisanym
na 194 stronach opracowaniem, ktérego wyniki pochodza z wieloautorskich publikacji naukowych
(publikacji nie zalgczono). Zostala napisana bazujagc na wynikach zawartych w 6 oryginalnych
artykulach naukowych, opublikowanych na przestrzeni ostatnich 4 lat w wartosciowych
czasopismach z zakresu nauk o zywnosci 1 zywieniu i nauk chemicznych (Food Chem. 2021, NFS J.
2022 i 2023, Food Funct. 2023, ACS Med. Chem. Lett. 2024, Sci. Rep. 2024), a takze jednej
monografii z 2020 roku. W rozprawie nie zwarto zadnych pisemnych zgod ani o$wiadczen
okreslajacych wklad poszczegélnych autoro6w w jej powstanie, co komplikuje nieco ocene
indywidualnego wktadu Kandydatki do stopnia doktora w tym zakresie. W réznych rozdziatach
mozna jednak doszukaé si¢ informacji nt. tego jakie badania zostaly wykonane przez wigkszos¢
wspotautoréw. Dodatkowo Kandydatka jest pierwszym autorem w az czterech sposrdd siedmiu
zadeklarowanych publikacji, w tym dotyczacych zdecydowanej wigkszosci doswiadczen in vitro z
wykorzystaniem linii komoérkowych. Biorac powyzsze informacje pod uwage przyjmuje, ze
kluczowa czg$¢ rozprawy odnoszaca si¢ wlasnie do tych doswiadczen jest indywidualnym wkladem
Kandydatki. Cze$¢ zasadnicza rozprawy zawiera charakterystyczne 1 oczekiwane w tego typu
opracowaniach rozdzialy, we wtasciwej kolejnosci i proporcjach, w tym trzystronicowe streszczenia
w jezyku polskim i angielskim (zgodnie z art. 187, ust. 4 Ustawy). W rozprawie znajduje sie w sumie
11 tabel oraz az 79 rycin, na ktorych przedstawiono w sposob przejrzysty m.in. uzyskane przez
Kandydatke wyniki oraz schematy komorkowych szlakow sygnalowych. Zamieszczono takze 6-
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stronicowy wykaz skroétowcow, spisy tabel i rycin oraz pismiennictwo, w ktérym znajduje sie lista
okolo 266 nieponumerowanych pozycji, gléwnie anglojezycznych, opublikowanych na przestrzeni
ostatnich 15 lat (blisko w 70%). Tytut jest zwiezly i zgodny z trescia rozprawy, chociaz brak w nim
informacji o izomerach kwasu palmitooleinowego i ich pochodnych, ktére sg bardzo istotnym i z
pewnego punktu widzenia wartym wyodrebnienia zagadnieniem. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguje staranne zredagowanie rozprawy, brak bledow stylistycznych i przystepny sposob w jaki
Kandydatka opisuje cz¢sto doé¢ skomplikowane zagadnienia zwiazane z podjetym tematem. Trzy

drobne uwagi o charakterze redakcyjnym przekazuje w nawiasach do wiadomosci (str. 40: pleonazm w

zdaniu ,,FFA stymuluja GSIS w spos6b zalezny od glukozy”; wyniki, str. 82: ,,Lipidy pochodzace z owocéw rokitnika

mogg gromadzi¢ si¢ w organellach zwanych oleosomami”; rys. 79. liter6wka w zdaniu ,,..zawierajacymi w pozycji sn-1

fancuchy acylowe izomeréw cis i trans kwasu palmitooleinowego na podstawie uzyskanych wynikéw”).

Merytoryczna ocena rozprawy

Swoja rozprawe Kandydatka rozpoczyna obszernym wstepem teoretycznym, w ktérym
dokonuje m.in. przegladu dotychczasowej wiedzy na temat patogenezy zaburzen metabolicznych
zaleznych od diety, skupiajac si¢ glownie na cukrzycy typu 2. Nastepnie opisuje mechanizmy
odpowiedzialne za kontrole homeostazy glukozy podkreslajac kluczowa role insuliny w tym procesie,
a takze opisujac czynniki wplywajace na wydzielanie tego hormonu przez komorki 4. Charakteryzuje
takze kwas palmitooleinowy wskazujac na dostepna literature dot. jego biologicznej aktywnosci, a
takze na owoce rokitnika bedace zrodtem roznorodnych skladnikéw pokarmowych i olejow,
przytaczajac przy tym dotychczas rozpoznane wilasciwosdcei prozdrowotne oleju z migzszu tych
owocow. W ujeciu zaproponowanym przez Kandydatke, przeglad pismiennictwa jest napisany w
sposob klarowny, na podstawie odpowiednio dobranej literatury i opatrzony licznymi rycinami, co
utatwia rozeznanie si¢ w opisywanym stanie wiedzy. Mozna z niego takze wywnioskowa¢, jakie
przestanki sktonily Kandydatke do podjecia czesci niniejszych badan. Wazne stwierdzenia czesciowo
uzasadniajgce podjecie badan w opisanym zakresie pojawiaja sie takze w pozostatych rozdziatach,
szczegblnie w opisie uzyskanych wynikow i dyskusji. Kandydatka nie zdecydowata sie jednak na
wydzielenie krotkiego rozdziatu sumujacego najwazniejsze przestanki do podjecia badan, trudno jest
si¢ takze doszukaé w rozprawie jednoznacznie postawionej hipotezy badawczej. Co prawda, hipoteza
nie zawsze jest szczegdlnie pomocna, np. w pracach dotyczgcych zagadnien écisle technologicznych,
jednak w badaniach, ktére dotycza mechanizméw funkcjonowania organizméw zywych, jej
postawienie jest wazne i oczekiwane,

W rozdziale trzecim przedstawiono gtéwny cel, ktory brzmi nastepujaco: .,...zbadanie roli

izomerow cis i trans kwasu palmitooleinowego oraz olejéw z migzszu owocow rokitnika
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zwyczajnego (Hippophae rhamnoides L.) otrzymanych réznymi metodami ekstrakcji w regulacji
homeostazy glukozy z wykorzystaniem mysich i ludzkich modelowych komérek f trzustki oraz
komérek enteroendokrynnych jelita”. Kandydatka wymienia takze 7 celow szczegotowych, ktore
nawigzuja bezposrednio do celu gtéwnego i odnosza si¢ do kwestii $ciSle zwigzanych z
funkcjonowaniem wybranych komorek organizmu i metabolizmem glukozy. W rozprawie za
merytorycznie uzasadnione przez Kandydatke uznaj¢ badania dot. oleju rokitnikowego samego w
sobie i jego skladnikow istotnych w kontekscie regulacji homeostazy glukozy, w tym pochodnych
tych sktadnikéw (kwaséw tluszezowych, monoacylogliceroli i lizofosfatydylocholin). Szczegélnie
dobrze uzasadnione sa badania dotyczace rozpoznania roznic w biologicznej aktywnosci izomerow
kwasu palmitooleinowego. W ogéle nieuzasadnione jest natomiast zastosowanie w sumie az pieciu
sposobow ekstrakeji lub oczyszczania badanego oleju w kontekscie regulacji homeostazy glukozy.
Merytorycznego uzasadnienia w tym kontekscie brakuje ponadto do zastosowania oleosoméw oraz
wykorzystania owocow pigciu odmian rokitnika w celu ich pozyskania. Prosze w zwigzku z tym
Kandydatke¢ o dokonanie stosownych uzasadnien podczas publicznej obrony.

Aby zrealizowaé postawione cele Kandydatka przeprowadzita szereg doswiadczen in vifro na
mysich 1 ludzkich liniach komoérek £ trzustki (odpowiednio MIN6 i EndoC-AHI) lub komorek
enteroendokrynnych jelita (odpowiednio GLUTag i NCI-H716), zdolnych do wydzielania
odpowiednio insuliny lub GLP-1. Na wyrdznienie zastuguje przemys$lany i ciekawy schemat
doswiadczen in vifro, a takze ich zasadniczo wlasciwe wykonanie z uwzglednieniem wielu istotnych
z merytorycznego punktu widzenia czynnikéw, poparte szczegdtowym opisem w rozdziale ,,Materiat
i metody” oraz w nastgpujacych po nim rozdziatach. W doswiadczeniach m.in. 1) stusznie wzigto
pod uwage proces trawienia lipidow w jelicie cienkim (wczesniej oleje i oleosomy dodatkowo
poddano lipolizie in vitro); 2) Poza badanym olejem i oleaosomami wykorzystano takze ich
najwazniejsze oczyszczone kwasy tluszczowe oraz lipidowe pochodne (monoacyloglicerole,
lizofosfatydylocholiny) w celu okredlenia roli poszezegdlnych zwigzkéw i ich mieszaniny (efekt
synergistyczny) w stymulowanym glukoza wydzielaniu insuliny; 3) Stusznie wzieto pod uwage
pozafizjologiczne czynniki mogace wplywa¢ na uwalnianie insuliny in vifro, w tym cytotoksycznosé
badanych preparatow i mozliwo$¢ naruszania przez nie integralnosci bton komérkowych; 4) W
sposob merytorycznie uzasadniony skupiono si¢ na wewnatrzkomorkowej mobilizacji jonéw wapnia
jako na kluczowym elemencie stymulujacym wydzielanie insuliny w odpowiedzi na glukoze, a takze
uwzgledniono dodatkowg $ciezke sygnalowa zwiazang z produkcjg cyklicznego monofosforanu
adenozyny; 5) Zastosowano szereg grup kontrolnych, w tym pozytywnych i negatywnych
(syntetyczni agonisci 1 antagonisci receptordw, blokery kanatow itp.), co przyczynito sie m.in. do

wiarygodnego okreslenia roli az czterech receptoréw zwiazanych z biatkiem G (GPR40, GPR55,
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GPR119 oraz GPR120) w stymulacji sekrecji insuliny pod wplywem badanych czynnikow; 6)
Wykluczono w sposéb eksperymentalny mozliwos¢ udziatu GLP-1 w mechanizmie zwiekszania
stymulowanego glukozg wydzielania insuliny poprzez badane preparaty (tzw. efekt inkretynowy).
Do metodyki zwigzanej bezposrednio z przeprowadzonymi doswiadczeniami in vitro mam
nastepujace drobne uwagi: 1) W rozprawie nie znalaztem merytorycznego uzasadnienia zastosowania
niskiego i wysokiego stezenia glukozy na poziomie odpowiednio 2 i 20 mmol/L buforu roboczego
(czy 1 w jaki sposdéb nawigzuja te stezenia do fizjologicznych warunkéw?); 2) Nie okreslono
jednoznacznie w jakim materiale oznaczano ilosciowo insuling i GLP-1 (czy bylo to medium
hodowlane?); 3) Do oznaczania insuliny wykorzystano mysie przeciwciata, nie sprecyzowano jednak
przeciwko jakiej insulinie zostaty one wytworzone (ludzkiej? Jednej z dwoch mysich?); 4) Zabrakto
podania sposobu wyliczenia pola powierzchni pod krzywg, za pomoca ktérego przedstawiono
catkowite wewnatrzkomoérkowe stezenie jonéw wapnia (ss. 117-118). Oceniajagc metodyke
podkreslam duzy wysitek, jaki wlozono w przeprowadzenie badan, ktére zostaly bardzo szeroko
zakrojone 1 oparte takze o wielooérodkowsg wspédlprace, m.in. z uwagi na potrzebe pozyskania
badanych olejow 1 oleosoméw oraz zsyntetyzowania niedostepnych handlowo preparatéw
(lizofosfatydylocholin zawierajacych izomery kw. palmitooleinowego). W tym kontekscie z
wyrozumiatoscia przyjmuj¢ inne niedociagni¢cia w opisie metodyki badan, do ktorych zaliczam: 1)
Brak poparcia literaturg metodyki pozyskiwania oleosoméw; 2) Brak opisu sposobu oczyszczania
oleju rokintnikowego na weglu aktywnym i syntezy estrow etylowych kwasow ttuszczowych; 3) Brak
szczegolow dot. sposobu oznaczania kwasow tluszczowych metodg chromatografii gazowe;.
Uwazam, ze w rozprawie bedacej samodzielnym i wyodrebnionym opracowaniem warto
zamieszczac¢ bardziej wyczerpujace opisy metodyki badan wraz z odpowiednimi odnosnikami do
pismiennictwa.

Wyniki opisano wlasciwie bez rozpisywania si¢ nad réznicami pomig¢dzy indywidualnymi
grupami, popierajac wszystko odpowiednio dobrang analizg statystyczna. Wyjatek stanowig 2 zdania,
w ktorych Kandydatka opisuje, ze uzyskane wyniki cyt. ,,...wyraznie koreluja...” (s. 116) lub tez
rozpoczyna zdanie od stwierdzenia, ze cyt. ,,W celu zbadania korelacji...” (s. 126), chociaz w
rozprawie wspolezynniki korelacji nie bylty w ogoéle wyliczane. Pomimo duzej ilo$ci uzyskanych
wynikéw sa one opisane w sposob usystematyzowany i czytelny. Odosobniony wyjatek stanowi
jeden z podrozdzialow zatytulowany ,.Sekrecja insuliny w komadrkach MIN6 i EndoC-BH1 pod
wplywem zwigzkow kontrolnych” (4.1.3.1), w ktérym, pomimo zawartej w tytule i wstepie
informacji o dwoch badanych liniach komérkowych, zamieszczono wyniki dotyczace tylko jednej

linii (MIN6). Warto natomiast w tym miejscu doceni¢ prace Kandydatki wlozona w przeprowadzenie



licznych do$wiadczen, analiz¢ uzyskanych danych i przedstawienie wynikéw w formie zgrabnych
wykresow.

W 29-stronicowym rozdziale ,,Dyskusja” Kandydatka wykorzystuje swoja rozlegla wiedze z
zakresu fizjologii komorki dokonujac zasadniczo w sposob kompetentny i naukowo dojrzaty
interpretacji badan whasnych na tle dostepnej literatury. Dyskusja jest przeprowadzona ciekawie,
szezegolnie z uwagi na liczne dodatkowe wyniki, ktorych Kandydatka nie podaje w rozprawie jako
wlasnych. W tym kontekscie przedstawia profil kwasow tluszczowych oleju pozyskanego réznymi
sposobami z odmiany Luczystaja oraz z oleosoméw kilku odmian, w tym takze odmiany Luczystaja.
Niestety w dyskusji, ani w innych cze¢sciach rozprawy, nie doszukalem sie uzasadnienia, co do
wyboru akurat tej konkretnej odmiany jako zasadniczego Zrédla oleju do doswiadczen in vitro,
dlatego prosze o ustosunkowanie si¢ do tej kwestii podczas publicznej obrony. Kandydatka
charakteryzuje takze bardziej szczegolowo oleosomy jako takie, uzupelniajac podstawowe
informacije na ich temat, ktdre nie znalazly si¢ we wstgpnym przegladzie pismiennictwa. Obrazuje
powyzsze zagadnienie rycinami struktury oleosomow oraz sposobu ich pozyskiwania i wygladu pod
mikroskopem, uzupelniajgc skromne informacje zawarte na ten temat w metodyce. Kandydatka
opisuje takze i bardzo ladnie przedstawia na trojwymiarowych schematach wyniki z dokowania
molekularnego izomeréw kwasu palmitooleinowego 1 ich pochodnych (lizofosfatydylocholin) w
miejscach wigzacych receptorow, ktére byly przedmiotem badan. Warto doceni¢, ze podkresla
kluczowa role innych badaczy w uzyskaniu wynikow opisywanych w dyskusji, wymieniajac ich z
imienia i nazwiska. Kandydatka nie ustosunkowuje si¢ natomiast do dyskusyjnego ze scisle
zywieniowego punktu widzenia zagadnienia wykorzystywania linii komérkowych do badan
wlagciwosci skladnikow diety, ktére zazwyczaj sg ztozong mieszaning wielu substancji. W przypadku
olejow rodlinnych w ogéle, a oleju rokitnikowego szczegdlnie, poza kwasami tluszczowymi i ich
pochodnymi, jest przeciez szereg innych zwigzkow, w tym tokoferoli, karotenoidow, steroli itp., ktore
moga oddzialywa¢ bezposrednio na linie komérkowe. Poza shlusznym uwzglednieniem
fizjologicznego etapu trawienia lipidow w przewodzie pokarmowym, w kontekscie zwigzkow
zawartych w olejach warto by ponadto nawigza¢ takze do innych procesow metabolicznych
zachodzacych w organizmie, np. w watrobie (tzw. efekt pierwszego przejscia). Kandydatka wskazuje
natomiast jednoznacznie na uwolnione w wyniku trawienia kwasy tluszczowe, ewentualnie ich
pochodne, jako na kluczowe skladniki odpowiedzialne za wiasciwosci badanych olejow i
oleosoméw, w tym takze za ich zwigkszong cytotoksycznos¢, co potwierdza stosujgc oczyszczone
kwasy thuiszczowe. W trakcie publicznej obrony prosze jednak Kandydatke o probg szerszego
podejscia do tego tematu i oméwienia takze innych czynnikéw, ktére mogly mie¢ jakikolwiek wplyw

na przezywalnos¢ badanych komorek. Czynnikami takimi mogly by¢ na przyklad sole kwasow
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zolciowych lub lipaza, ktére wykorzystano do procesu trawienia olejéw i oleosoméw, a ktore
najwyrazniej byly takze obecne w strawionych preparatach. Wiadomo ponadto, ze oleosomy
zawierajg $ladowe ilosci enzymdw roslinnych zmniejszajacych ich stabilno$¢ w czasie (De Chirico 1
wsp., doi: 10.1016/j.foodchem.2020.126355), co takze mogto wplywaé na przezywalnosé badanych
linii komorkowych.

Na zakonczenie rozprawy Kandydatka w rozdziale ,,Wnioski” w sposéb syntetyczny
podsumowuje najwazniejsze spostrzezenia z badan wlasnych i badan wspétautoréw. Formutuje przy
tym rzeczywiste wnioski nawigzujace bezposrednio do postawionego celu badawczego, chociaz
czes¢ wnioskoéw odnosi sie takze do wynikéw, ktore nie zostaly zamieszczone w rozprawie jako
wlasne. Niemniej jednak ustalenie w rozprawie roli kwasow ttuszczowych oleju rokitnikowego i ich
pochodnych w aktywacji badanych receptoréw (GPR40, GPR55, GPR119 oraz GPR120) i w
zwickszaniu za posrednictwem tych receptoréw wydzielania insuliny stymulowanego glukoza
uwazam za interesujace 1 odkryweze. Rownie waznym i bardzo ciekawym osiggnieciem naukowym
Kandydatki jest zwrocenie uwagi na nieco odmienny, wewnatrzkomoérkowy mechanizm
aktywowania sekrecji insuliny za pomoca izomerdw cis i trans kwasu palmitooleinowego i ich
lizofosfatydylocholinowych pochodnych, ktéry zostat tadnie zilustrowany na ostatnim w kolejnosei

schemacie rozprawy.

Podsumowanie i wnioski koncowe

Reasumujac stwierdzam, ze mgr inz. Eliza Korkus w sposéb oryginalny pogtebita wiedze nt.
roli oleju z migzszu owocoOw rokitnika zwyczajnego i mechanizméw dzialania izomeréw kwasu
palmitooleinowego w regulacji homeostazy glukozy z wykorzystaniem modelowych komorek f
trzustki. Wykazala si¢ przy tym ogdlng wiedza teoretyczna, m.in. w zakresie chemii i technologii
zywnosci, a uzyskane wyniki sg bardzo ciekawe w kontekscie poszukiwania nowych sktadnikow
diety zapobiegajacych i wspomagajacych leczenie cukrzycy typu 2. Lektura rozprawy doktorskiej
mgr inz. Elizy Korkus przekonata mnie, ze potrafi ona prawidlowo zaplanowac i przeprowadzié
doswiadczenia in vitro na liniach komorkowych, a nastepnie zinterpretowa¢ uzyskane wyniki i
wyclagna¢ adekwatne wnioski. Stwierdzam zatem, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa spelnia
wymagania stawiane tego typu opracowaniom (zgodnie z art. 187, ust. 1-2 Ustawy) 1 wnosze do Rady
do Spraw Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia

zywnosci 1 zywienia Politechniki +.0dzkiej o dopuszezenie mgr inz. Elizy Korkus do dalszych etapoéw
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postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.



