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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inz. Elizy Korkus

»ZwigzKi lipidowe zawarte w owocach rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides L.)
jako ligandy receptoréw sprzezonych z biatkiem G zaangazowanych w utrzymanie

homeostazy glukozy”

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr inz. Elizy Korkus zostata wykonana pod kierunkiem
dr hab. Edyty Gendaszewskiej-Darmach, prof. uczelni z Instytutu Biotechnologii Molekularnej i
Przemystowej Politechniki £.6dzkiej w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego ze
srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu OPUS 16, 2018/31/B/NZ9/02433:
»Wyjasnienie kontrowersyjnej roli kwasu palmitooleinowego w dietoprofilaktyce zaburzen
homeostazy weglowodanéw i lipidow” pod kierownictwem dr hab. Edyty Gendaszewskiej-

Darmach, prof. uczelni.

Podstawe formalno-prawna wykonania recenzji stanowi Uchwata nr 100/2024 podjeta przez
Rade do spraw Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna,
technologia zywnosci i zywienia w dniu 9 lipca 2024 r. oraz pismo Dziekana Wydzialu

Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej z dnia 5 wrzeénia 2024 r.
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Podstawowe dane o kandydatce

Pani mgr inz. Eliza Korkus (nazwisko rodowe Cichoniska) uzyskala tytul zawodowy
magister na kierunku biotechnologia, w specjalnoéci biotechnologia molekularna i biochemia
techniczna na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej 13 wrzesnia
2018 roku.

Po ukonczeniu studiéw doktoranckich zostata zatrudniona w Instytucie Biotechnologii
Molekularnej i Przemystowej Politechniki Eédzkiej na stanowisku asystenta badawczo-

dydaktycznego.

Doktorantka w pi$mie do prof. Andrzeja Marcinek, Przewodniczacego Rady do spraw
Stopni Naukowych w dyscyplinach nauki chemiczne, inzynieria chemiczna, technologia zywnosci
1 zywienia z dnia 2 lipca 2024 roku o$wiadczyla, ze (cytuje): ,,nie ubiegatam sie o nadanie stopnia

doktora w latach poprzednich w dyscyplinie Technologia zywnosci i Zywienia”.
Temat

Cukrzyca jest chorobg zagrazajaca w coraz wiekszym stopniu milionom ludzi na catym
swiecie. Jest okreslana jako choroba cywilizacyjna zagrazajaca ludziom w kazdym wieku i
niestety obserwuje si¢ staly wzrost liczby chorych lub nig zagrozonych. Wielu naukowcéw
zajmuje si¢ zagadnieniami dotyczacymi cukrzycy. Jest jednak wiele niewiadomych dotyczgcych
przyczyny jej rozwoju, mechanizméw odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy glukozy, jak
rowniez skutecznych zalecen profilaktycznych zwigzanych, np. z odzywianiem. Dlatego podjecie
tematu zwigzanego z oceng wplywu zwiazkoéw lipidowych owocédw rokitnika na homeostaze
glukozy w modelu mysich i ludzkich komérek B trzustki oraz komorek enteroendokrynnych jelita

uznaj¢ za uzasadnione oraz naukowo i spolecznie wazne.

Uklad rozprawy

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska ma typowy uktad dla . opracowania

monograficznego.
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Na pierwszych stronach rozprawy Doktorantka przedstawita spis 7 artykutéw, w ktorych
zostaly opisane szerokie badania prowadzone przez zespot naukowcow z réznych jednostek
naukowych, w skfad ktorego wehodzi takze Doktorantka. Autorka podaje, ze w artykutach tych sg
zamieszczone wyniki przedstawione w przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej, ale takze
wyniki badan innych badaczy, stad nie stanowig one cyklu powigzanych artykuléw Doktorantki.
Do pracy nie zalgczono oswiadczen wspotautoréw. W zwigzku z powyzszym niniejsza recenzja
odnosi si¢ tylko do wynikéw badan prowadzonych przez Doktorantke przedstawionych w

ocenianej rozprawie doktorskie;.

Rozprawa doktorska mgr inz. Eliza Korkus liczy 194 stron maszynopisu w tym 11 tabel i 79
rysunkow. Zawiera rozbudowany spis tresci, streszczenie w jezyku polski i angielskim oraz 10
rozdziatow takich jak: wstep teoretyczny, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusja,
wnioski, wykaz stosowanych skrotow, spis tabel, spis rysunkéw, literatura. Mam zastrzezenie do
rozdziatu 6. Wnioski, gdyz nie zawiera on wypunktowanych wnioskéw, tylko dwustronicowe
podsumowanie pracy. W rozdziale Literatura natomiast znajduje sie obszerny spis, ktory niestety
nie jest ponumerowany. Z wyliczen recenzenta wynika, ze spis zawiera 262 pozycje. W wiekszosci

sg to najbardziej aktualne artykuly z ostatnich lat.

Tekst wraz z tabelami i rycinami jest przygotowany bardzo staranne, choé recenzent
odnotowat nieliczne bledy, jak np. uzywanie podobnej do angielskiej sktadni, np. ,,Podczas
rozwoju insulinoopornosci w tkance thuszezowej, hamowanie procesu lipolizy za posrednictwem
insuliny jest zmniejszone, co skutkuje zwiekszeniem ilosci krazacych FFA.” (str. 18) czy stawianie
kropek na koficu podpiséw tabel i rysunkéw, co w jezyku polskim jest bledem, w przeciwienstwie

do j. angielskiego.

Reasumujgc uwazam, ze przedstawiona rozprawa od strony formalnej spetnia wymogi pracy

doktorskiej.
Ocena merytoryczna

Pierwszy rozdziat dysertacji zawiera wstep teoretyczny obszernie wprowadzajacy w temat
badan. Autorka w czterech podrozdziatach przedstawila szczegdlowe informacje dotyczace:
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patogenezy zespotu metabolicznego i jego nastepstw, kontroli homeostazy glukozy przez hormony
trzustkowe, funkcji insuliny w narzadach docelowych, wybranych czynnikow wplywajacych na
wydzielanie insuliny z komoérek B trzustki. Dodatkowo w dwoch podrozdziatach zamiescita
informacje dotyczace kwasu palmitooleinowego i jego cech prozdrowotnych oraz rokitnika
zwyczajnego jako bogatego zrédta zwigzkéw bioaktywnych. Wstep zawiera wszystkie niezbedne
informacje dotyczace tematyki badanych zagadnien przedstawione w logicznej formie, co

$wiadczy o wysokiej wiedzy teoretycznej Doktorantki.
Cel

Doktorantka sformutowata gtéwny cel naukowy prowadzonych badan jako ,zbadanie roli
izomerdw cis i trans kwasu palmitooleinowego oraz olejéw z miazszu owocdw rokitnika
zwyczajnego (Hippophae rhamnoides L.) otrzymanych réznymi metodami ekstrakcji w regulacji
homeostazy glukozy z wykorzystaniem mysich i ludzkich modelowych komérek f trzustki oraz
komorek enteroendokrynnych jelita.”. Dodatkowo przedstawita 7 celéw szczegdlowych, ktére
usystematyzowaly prace badawcze podjete przez Doktorantke. Cele pracy zostaty przedstawione
W sposob jasny i logiczny stanowiac uzasadnienie podjetych badan, jednak brakuje w tym miejscu

poprawnie sformutowanych zatozen pracy i postawionej hipotezy; mozna sie ich tylko domyslaé.
Metodyka

W rozdziale Materialy i metody Doktorantka szczegétowo przedstawila materiat
badawczy, antagonistéw receptorow GPCR i linie komérkowe (dwie linie komoérek P trzustki
(mysie komorki MING i ludzkie komérki EndoC-BH1) oraz dwie linie enteroendokrynnych
komérek jelita (mysie GLUTag i ludzkie NCI-H716)). Dodatkowo wypunktowata odczynniki,
testy, bufory oraz aparature wykorzystang do badan.

Materiat badawczy stanowity: oleosomy pozyskane z pieciu odmian rokitnika oraz oleje z
migzszu owocédw odmiany ‘Luczystaja’ otrzymane réznymi metodami, tj. przez tloczenie na
zimno, ekstrakcje CO2 w warunkach nadkrytycznych, ekstrakcje heksanem i acetonem metoda
Soxhleta, ekstrakcj¢ heksanem z dodatkowym oczyszczaniem weglem aktywnym, estry etylowe
kwasow tluszezowych rokitnika otrzymane po ekstrakcji heksanem. Wymienione oleje byty
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badane zaréwno przed jak i po lipolizie imitujgcej proces trawienia zachodzacy w przewodzie
pokarmowym czlowieka. Doktorantka zakupita i wykorzystata do badan takze wzorcowe kwasy
thuszezowe i monoacyloglicerole charakterystyczne dla oleju z rokitnika po lipolizie. Dodatkowo
badaniom poddata zsyntetyzowane trzy lizofosfatydylocholiny (LPC) zawierajace w pozycii sn-1

tancuchy acylowe izomeréw cis i trans kwasu palmitooleinowego oraz kwasu palmitynowego.

Oleosomy oraz oleje przygotowane zostaly na Uniwersytecie Warminisko-Mazurskim w
Olsztynie  przez  zesp6t naukowcéw  wspolpracujacy z  Doktorantka, natomiast
lizofosfatydylocholiny zawierajace zroznicowane reszty kwaséw thiszczowych — w Katedrze

Chemii Zywnosci i Biokatalizy Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Rozdzial zawiera takze opis badan prowadzonych przez Doktorantke w ramach pracy
doktorskiej. Zakres tych opisow jest wystarczajacy do stwierdzenia, ze Doktorantka dobrze
opanowata warsztat badawczy i nabyla do$wiadczenie w prowadzeniu badan na liniach

komorkowych w warunkach in vitro.
Wyniki i dyskusja

Doktorantka swoje badania rozpoczeta od okreslenia przezywalnosci (po 24, 48 i 72
godzinach inkubacji), a nastgpnie monitorowania przepuszczalnosci blony komorkowej komoérek
B trzustki linii mysiej MIN6 oraz ludzkiej EndoC-BH1 pod wplywem oleosomoéw, olejow,
wolnych kwasow ttuszczowych, monoacylogliceroli oraz lizofostatydylocholin. Przezywalno$¢
Doktorantka przedstawila na czytelnych wykresach i wyznaczyta nietoksyczne stezenia badanych
probek do dalszych badan. Wyjasnita cel eksperymentéw dotyczacych przepuszezalnosei blony,
ktére przeprowadzita, aby upewni¢ si¢, ze kolejne doswiadczenia nie nastapig w wyniku
przerwania ciaglosci blony. Po zastosowaniu stezenia 5 pM dla lizofosfatydylocholin oraz 25 pM
dla pozostatych prébek wyniki wykazaty, ze po trzyminutowej inkubacji nie nastgpowata znaczaca
perforacja blony komérek B trzustki w badanych warunkach eksperymentalnych. Autorka, po tych
wstepnych badaniach ocenita zdolnosci badanych prébek do indukowania sekrecji insuliny w
komorkach P trzustki badanych linii. Nastepnie ocenila aktywacje receptoréw GPCR (GPR40,
GPRSS, GPR119 i GPR120) zaangazowanych w utrzymanie homeostazy glukozy. Oznaczyla
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poziom ekspresji receptoréw w komérkach MIN6 oraz EndoC-BH1 i zbadala rolg receptoréw
GPCR w sekrecji insuliny wywotanej przez trawione oleje, kwasy tluszczone, monoacyloglicerole
i lizofosfatydylocholiny w komérkach wybranych linii. Monitorowata takze poziom jonéw wapnia
wewnatrz komérek pod wplywem badanych frakeji pochodzacych z materiatu roslinnego oraz
czystych zwigzkéw oraz poziomu cyklicznego AMP (cAMP) w komoérkach pod wpltywem
kwaséw thiszczowych i lizofosfatydylocholin (LPC). W ostatnim etapie badain Doktorantka
przeprowadzita doswiadczenia na enteroendokrynnych komoérkach jelita wytwarzajacych hormon
glukagonopodobnego peptydu 1 (GLP-1) wykorzystujagc mysie komérki GLUTag oraz ludzkie
NCI-H716. Rozpoczela ten etap badan od okreslenia przezywalnosci komoérek pod wplywem
olejow z rokitnika przez i po ich trawieniu oraz pod wpltywem izomeréw cis i trans kwasu
palmitooleinowego, a nastgpnie ocenita zdolno$¢ indukowania wydzielania GLP-1 w badanych
komorkach. Doktorantka poddata wyniki analizie statystycznej co umozliwilo przeprowadzenie
wlasciwej ich interpretacji. Na postawie opisanych wynikéw Doktorantka sprawnie
przeprowadzita dyskusje dotyczacg aktywnosci insulinotropowej oleosoméw i olejéw
pochodzacych z rokitnika oraz lizofosfatydylocholin zawierajgcych reszte acylowa pochodzaca od
dwoch  izomeréw kwasu palmitooleinowego (POA). Przeanalizowala szlaki sygnatowe
aktywowane pod wplywem izomerdw cis i trans POA oraz dziatanie oleju i izomeréw POA na’
komorki jelita. W dyskusji Autorka powotuje si¢ na szeroka literature, w tym na artykuty zespohu,
z ktorym Doktoranta publikowata wyniki zamieszczone w niniejszej rozprawie doktorskiej.
Autorka wzbogacila ten rozdzial takze w dyskusje wynikow identyfikacji bioaktywnych zwigzkéw
zawartych w oleju z rokitnika otrzymanych przez zespét z Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie. Dyskusja wynikéw zamieszczonych w niniejszej rozprawie dowodzi, ze zamierzony
cel recenzowanej pracy zostat osiggniety. Wyniki te zostaly juz opublikowane we wspétautorskich

publikacjach, co oczywiscie podnosi warto$¢ rozprawy doktorskiej.

W rozdziale Wnioski Doktorantka przedstawita podsumowanie znajdujace uzasadnienie w

wynikach przeprowadzonych badan stanowigcych podstawe rozprawy doktorskie;.

Do najwazniejszych osiagnie¢ w ramach przedtozonej do oceny pracy doktorskiej zaliczam:
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- udowodnienie, iz izomery cis i trans kwasu palmitooleinowego stymuluja wydzielanie insuliny
1 dzialajg przez receptory GPCR sprzezonych z bialkiem G: GPR40, GPR55, GPR119 i GPR120.
Aktywuja jednak rézne szlaki sekrecji insuliny: izomer frans skutecznie aktywuje GPCR zaréwno
poprzez biatka Gq, jak i Gs, zwigkszajac odpowiednio wewnatrzkomérkowe stezenia Ca?* i

cAMP, podczas gdy izomer cis dziata tylko przez Gq.

- wykazanie, ze niska cytotoksyczno$¢ oraz potencjal insulinotropowy izomeru trans-POA daje
mozliwos¢ wzbogacania zywnosci i suplementacji w celu przeciwdziatania cukrzycy i innym

chorobom.

- wykazanie, ze lizofosfatydylocholiny z resztami acylowymi pochodzacymi od izomeréw POA
indukowaly sekrecj¢ insuliny na podobnym poziomie i odkryto preferencje wigzania tPOA-LPC

do GPR119. Izomery POA-LPC aktywowaly wydzielanie insuliny inicjujgc kaskade Gs.

- udowodnienie, ze olej z owocow rokitnika zwyczajnego wykazuje potencjat insulinotropowy, a
jego wilasciwosci przeciwcukrzycowe sa zwigzane z aktywnoscig FFA dziatajacych jako ligandy
dla GPCR trzustki.

Rozprawa doktorska dowodzi, ze Doktorantka ma szeroky wiedze z zakresu badan’
biologicznych i potrafi samodzielnie rozwigza¢ problem naukowy oraz analizowaé,
interpretowa¢ i opracowaé otrzymane wyniki. Rozprawa zwiera elementy nowosci naukowej i
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Cel pracy zostal osiaggniety. Badania

Doktorantki maja zaréwno aspekt poznawezy, jak i aplikacyjny.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska mgr inz. Elizy Korkus, pt. ,,Zwiazki lipidowe
zawarte w owocach rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides 1.) jako ligandy receptoréw
sprzgzonych z biatkiem G zaangazowanych w utrzymanie homeostazy glukozy” spelnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim w $wietle obowigzujacych przepisow. W
zwiazku z tym, wnosze o dopuszczenie mgr inz. Elizy Korkus do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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