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Wstepnie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny Korniluk (zwanej dalej
Doktorantka), zatytulowana: ,,Profil kwasow thiszczowych i wybranych pierwiastkow u
szezuréw i owiec zywionych pasza z dodatkiem selenu, cynku i witaminy E lub izomeréw
sprzezonego kwasu linolowego”, zostata przedstawiona w postaci druku zwartego, liczacego
ogdtem 191 stron tekstu, wraz z 72 tabelami i 6 rysunkami, ilustrujacymi tekst lub wyniki
badan. Wykaz literatury obejmuje tacznie imponujaca liczbg 370 aktualnych pozycji, polskich
i zagranicznych (gléwnie prac oryginalnych). Rozprawa ma klasyczny uktad do$wiadczalnej

pracy przyrodniczej.

Przedmiot rozprawy jest niewatpliwie aktualny. Stwierdzam réwniez, ze oceniana
rozprawa jest kontynuacja wczesniejszych badan nad mozliwoscia zwiekszenia udzialu
izomerdw sprzgzonego kwasu linolowego (ang. conjugated linoleic acid — CLA) w tkankach
szczurdw i owiec, na drodze manipulacji zywieniowej. W niniejszych badaniach Doktorantka
okreglita wptyw izomeréw CLA, drozdzy selenowych (Se-Y) i ich kombinacji (CLA x Se-Y)
podawanych szczurom oraz wplyw witaminy E, cynku (ZnSOy) i Se (Na;SeO4) podawanych

owcom na profil kwaséw ttuszczowych (tacznie z CLA) w organizmach tych zwierzat.

W ocenie przedtozonej rozprawy zwracalem uwage na: (1) jej strong formalna
(redakcyjna) tj. strukture i umiejgtno$¢ prezentacji poszczegdlnych rozdziatow rozprawy oraz
(2) merytoryczng tj. adekwatno$¢ tytutu, znajomo$¢ najnowszych pozycji piSmiennictwa

zwiazanego z podjetym tematem badafi, wartos¢ merytoryczng zalozen badawczych 1




nowatorstwo celu pracy, poprawnos¢ metodyki badan, umiejetnos¢ prezentacii uzyskanych
wynikow, dyskusje (interpretacj¢) wynikéw badan na tle pismiennictwa, a takze zasadnosé

konicowych wnioskéw i komunikatywno$é streszczenia.

Tytul rozprawy

Tytut rozprawy oddaje w pelni przedmiot i zakres badan.

Nie mam zastrzezen.
Wstep

Niniejszy rozdzial zawiera kluczowe zalozenia i cele ocenianej rozprawy. Autorka
Zwrocita tu uwage na ujemne skutki spozycia produktow zwierzgcych o wysokim udziale
SFA 1 niskim udziale MUFA i PUFA (w tym CLA). W tym kontekscie wskazala na potrzebg
wykorzystania strategii zywieniowych w ksztaltowaniu skladu produktéw spozywczych
pochodzenia zwierzgcego, ze szczegdlnym uwzglednieniem profilu kwaséw ttuszczowych (w
tym CLA). Majac $wiadomo$¢ niskiej stabilnosci oksydatywnej wielonienasyconych kwaséw
thuszczowych (w tym CLA), wskazata na mozliwos¢ wykorzystania drozdzy selenowych (Se-
Y), witaminy E, cynku (ZnSO;) i Se (NaySeO,) jako czynnikéw zapobiegajacych
peroksydacji wielonienasyconych kwasow thuszczowych w organizmach szczuréw i owiec.
Nie mam watpliwosci, ze zaproponowane przez Doktorantke, jednoczesne ksztattowanie i
wzbogacanie profilu kwasow thuszczowych w wielonienanasycone kwasy tluszczowe (w tym

CLA) oraz wzbogacanie tkanek zwierzecych w witamine E i Se jest w petni uzasadnione.

Przeglad literatury

Oceniajac niniejszy rozdziat stwierdzam, ze Doktorantka przedstawita aktualny stanu
wiedzy w zakresie objetym przedmiotem i zakresem rozprawy  doktorskiej.
Scharakteryzowata niezwykle wyczerpujaco (co podkreslam ), nawigzujac do najnowszych
pozycji pismiennictwa: struktur¢ chemiczna, pochodzenie, wystepowanie i aktywno$¢
biologiczng izomeréw CLA. Zwrdcila uwage na ich naturalng obecno$é w ttuszezu mleka i
migsa przezuwaczy, a takze potencjalne mozliwosci wzbogacania zywnosci pochodzenia
zwierzgeego w te zwiazki. Omawiajac aktywno$é biologiczng izomeréw CLA wskazala na
ich zdolnos¢ do redukowania udziahu thuszczu w tuszach zwierzgeych przy jednoczesnym
przyroscie masy mig$niowej (tzw. repartycji). Omoéwita wilasciwosci przeciwmiazdzycowe
oraz przeciwnowotworowe tych izomeréw, kontrowersyjna aktywno$é antyoksydacyjna,

zdolno$¢ do stymulowania odpowiedzi immunologicznej, a takze ich udziat w procesie




formowania tkanki kostnej. W niniejszym rozdziale wyczerpujaco zostal scharakteryzowany
selen, ze szczegblnym uwzglednieniem jego roli jako skladnika antyoksydacyjnych
selenoenzyméw. Wskazano takze na mozliwosé wykorzystania réznych form chemicznych
selenu, jako prekursora selenoenzymoéw, przez ludzi i zwierzgta. W kontekscie zdolnosci
izomeréw CLA do repartycji tkanki thuszczowej i migéniowej Doktorantka uznala za zasadne
przebadanie poziomu aminokwaséw w organizmach szczuréw zywionych tymi izomerami.
Zwrocita takze uwage na interakcje pomiedzy selenem i pierwiastkami mineralnymi (Zn, Fe,
Ca i Mg) i wskazata na potrzebe okreslenia wplywu podawania CLA i Se na poziom tych
pierwiastkéw w organizmach badanych zwierzat.

Odnoszqc sie krytycznie do redakcji i tresci powyzszego rozdziatu mégtbym zarzucié
Doktorantce jego nadmierne rozbudowanie. Doktorantka czesto odbiega od gléwnego
zamystu swej rozprawy. Przykladem jest podrozdzial 2.2. Selen, ktéry jest de facto artykutem
przegladowym nt. roli tego pierwiastka, lqcznie z oméwieniem chordb ludzi na tle niedoboru
Se. Podobnie szczegétowo oméwiono role pierwiastkéw mineralnych Ca, Mg, Cu, Fe i Zn. Z
drugiej stron, trudno nie docenié wysitku Doktorantki, ktéra prawdopodobnie chciata
przedstawié  szerokie to wielokierunkowego oddziatywania wspomnianych czynnikéw
doswiadczalnych na organizm zwierzecy. Co wiecej, przekonata mnie, ze wzbogacanie
Zywnosci pochodzenia zwierzecego na drodze Zywieniowej(j.w.) nie tylko zmienia zawartosé
podawanego skladnika (np. CLA, Se), lecz takze pociqga za sobq zmiany w szeroko

rozumianym skladzie tej zywnosci (m.in. zmiany skiadu aminokwasowego i mineralnego).

Hipoteza badawcza i cele naukowe pracy

Zgodnie z hipoteza badawcza niniejszej rozprawy, podawanie szczurom izomerdw
CLA, drozdzy selenowych (Se-Y) i ich kombinacji (CLA x Se-Y) oraz podawanie owcom
witaminy E, cynku (ZnSO,) i Se (NapSeOy4) winno zwigkszyé udziat wielonienasyconych
kwasow thuszczowych (lacznie z CLA) w organizmach tych zwierzat.

Szkoda, ze Doktorantka nie wspomniala, ze kryteriami wyboru czynnikéw
zapobiegajacych peroksydacji nienasyconych kwaséw ttuszczowych (w tym CLA) w badanych
organizmach byly - jak sadze - potencjalne wlasciwosci przeciwutleniajqce: witaminy E jako
takiej, cynku jako skladnika dysmutaz ponadilenkowych i selenu jako skladnika peroksydaz
glutationowych.

W oparciu o powyzsza hipoteze sprecyzowano szczegblowe cele badawcze. Zwracam

tu uwage na te cele, ktére koresponduja bezposrednio z hipoteza rozprawy. W badaniach na




szczurach skoncentrowano si¢ gléwnie na okresleniu wplywu izomeréw CLA i/lub drozdzy
selenowych (Se-Y) na: (1) profil kwaséw tluszczowych (SFA, MUFA i PUFA + CLA) w
wybranych tkankach i narzadach oraz osoczu krwi, (2) stezenie wybranych pierwiastkéw (Ca,
Mg, Cu, Fe, Zn i Se) w watrobie i mig$niu udowym, (3) zawarto$¢ endo- i egzogennych
aminokwas6w w osoczu krwi, watrobie i migsniu udowym oraz (4) poziom triacylogliceroli,
cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji LDL i HDL w osoczu. Z kolei w badaniach na
owcach okreslono wplyw podawania witaminy E, cynku (ZnSO4) i Se (NaySeOq) na: (1)
profil kwaséw ttuszczowych (SFA, MUFA i PUFA + CLA) oraz (2) poziom Ca, Mg, K, Cu,
Fe, ZniSe w watrobie oraz migéniu najdhuzszym grzbietu tych zwierzat.

Moim zdaniem, powyzsze cele badawcze korespondujq generalnie z zalozeniami
rozprawy, odnoszqcymi sie do szczuréw (1, 2 i 3) oraz owiec (4, 5), lecz w niektérych
przypadkach zostaly poszerzone o dodatkowe cele uwzglednione w rozdziale 5, podrozdziale
3.6. Moje watpliwosci budzi réwniez 3 cel badawczy (str. 37). Odnosze bowiem wrazenie, ze
wyniki korespondujqce z tym celem badawczym (podrozdzial 5.3) zostaly uzyskane w

odrebnym doswiadczeniu, ktérego wezesniej nie sygnalizowano.

Material i metody

Ogolnie, w przedstawionej rozprawie zastosowano poprawng metodyke w badaniach
zywieniowych na szczurach (Doswiadczenie 1) i owcach (Do$wiadczenie 2). Opis
postgpowania jest na tyle szczegdtowy, ze pozwala na jego powtdrzenie. Uwaga ta dotyczy
rowniez pobierania, przygotowania i analiz probek materiatu biologicznego

W ocenie niniejszego rozdziatu wyrézniam znakomita analityke, w tym szczegdlnie
izomeréw CLA. Podkreslam, ze warunkiem powodzenia badan zywieniowych, poswieconych
tym zwiazkom, jest ich poprawna identyfikacja, nie tylko jako$ciowa, lecz réwniez ilosciowa,
bedace same dla siebie wyzwaniami badawczymi. Warunek ten zostal, ponad wszelka
watpliwos¢, spetniony w rozprawie Doktorantki. Jest to o tyle istotne, ze w ocenianych
badaniach dysponowala zaréwno mieszaninami, jak réwniez indywidualnymi izomerami
CLA (cis-9 , trans-11, trans-10, cis-12).

Odnotowuj¢, ze Doktorantka posiadala zgod¢ Lokalnej Komisji Etycznej na
przeprowadzenie przedmiotowych do$wiadczen.

Uwaga: zwracam uwage na blqd w réwnaniu stuzqcym do obliczania frakcji LDL

cholesterolu (str. 50). Oryginalne réwnanie Friedewalda ma innqg postaé !




Wyniki

Doktorantka wyjatkowo wyczerpujaco (str. 52-126) prezentuje wyniki badan
wlasnych. Tabele wynikéw zostaly przedstawione w konwencji jednoczynnikowej tj. 10
kombinacji czynnikéw do$wiadczalnych oraz 2 pozioméw czynnika doswiadczalnego (K-
kontrola vs D-dieta do$wiadczalna), odpowiednio dla doswiadczen na szczurach i owcach (w
przypadku owiec pominigto czynnik pici). W dodatkowych tabelach przedstawiono wptyw
interakcji czynnikéw doswiadczalnych (CLAxSe) na badane parametry.

Spelniajac obowiazek recenzenta zwracam uwage na najwazniejsze wyniki niniejszej
rozprawy, uzyskane w badaniach na szczurach i owcach.

Po pierwsze, w ocenie wplywu izomeréw CLA, Se-Y oraz kombinacji tych czynnikéw
doswiadczalnych (CLA x Se-Y) na profil kwaséw tluszczowych (SFA, MUFA i PUFA +
CLA) w wybranych tkankach i narzadach szczuréw oraz osoczu krwi, stwierdzono, ze
zar6wno mieszaniny, jak réwniez indywidualne izomery CLA, obnizajg poziom SFA w
migs$niu udowym i sercu szczuréw. W tym ostatnim obnizyt si¢ rowniez poziom MUFA i
PUFA. Natomiast w watrobie obserwowano wzrost poziomu SFA i spadek poziomu MUFA i
PUFA. Izomery CLA byly akumulowane przede wszystkim w thuszczu okolojelitowym, a w
minimalnym stopniu w osoczu krwi. Najwyzsza akumulacj¢ izomeréw CLA w watrobie i
mig$niu udowym obserwowano w efekcie podawania tych zwigzkéw z Se-Y. Po drugie,
rownoczesne podawanie izomeréw CLA i Se-Y zwiekszato akumulacj¢ Se w watrobie i
mig$niu udowym szczurdw. Stwierdzono takze dodatnig korelacje miedzy stezeniem
izomeréw CLA w diecie i poziomem Ca i Mg w watrobie. Po trzecie, izomery CLA, lecz bez
wzgledu na obecno$¢ Se-Y, obnizaty stezenie endo- i egzogennych aminokwasoéw w osoczu i
watrobie, natomiast w mig$niu udowym obserwowano wzrost poziomu tych zwigzkéw. Po
czwarte, wptyw izomeréw CLA na profil lipidowy osocza krwi byt niejednoznaczny. Nie
stwierdzono jednoczesnego wptywu izomeréw CLA i Se-Y na poziom TAG, TC, LDL oraz
HDL.

W badaniach na owcach, w wyniku podawania witaminy E, cynku (ZnSQOy) i Se
(Na;SeOy) uzyskano nastepujace wyniki.

Po pierwsze, obserwowano wzrost poziomu izomeru trans-10, cis-12 w watrobie;
natomiast w migsniu najdtuzszym grzbietu efekt ten byt niewielki i potaczony ze spadkiem
sumy CLA. Po_drugie, obserwowano istotny wzrost poziomu Se w watrobie i migsniu
najdluzszym grzbietu. Jednoczesnie w migséniu tym wystapil spadek st¢zenia Ca i Mg.

Oceniajqc niniejszy rozdzial stwierdzam, ze omdéwione powyzej wyniki Doktorantki

majq, w przewazajqcej mierze, charakter oryginalny. Rozdzial ten zostal jednak do tego




stopnia rozbudowany i uszczegdtowiony, ze dopiero tekst streszczenia pozwolil mi na
orientacje w najwazniejszych obserwacjach. W mojej subiektywnej opinii tekst wynikéw bylby
bardziej klarowny, gdyby wyniki oméwiono w konwencji dwuczynnikowej tj. osobno efekty

izomeréw CLA, osobno efekty Se-Y i osobno efekty ich interakcji (CLAxSe-Y).

Dyskusja wynikow

W dyskusji Doktorantka omawia kolejno wyniki swych badan (z pominieciem
wplywu badanych czynnikéw na profil lipidowy osocza szczuréw).

W ocenie tak zredagowanej dyskusji stwierdzam, ze przedstawiona przez Doktorantke
interpretacja wynikéw badan wiasnych na tle dostepnego pi$miennictwa jest wlasciwa. Z
uznaniem odnoszg si¢ do interpretacji obserwacji dotyczacych wplywu badanych czynnikéw
zywieniowych na zawarto$¢ i proporcje SFA, MUFA, PUFA i CLA w tkankach i narzadach
szczuréw. Doktorantka zauwazyla m.in., ze wplyw izomeréw CLA na stopien desaturacji
kwasow ttuszczowych zalezy nie tylko od konfiguracji tych izomeréw, lecz takze od rodzaju
badanej tkanki lub narzadu wewngtrznego. Odnotowata wystepowanie sprze¢zonych kwasow
tluszczowych, innych niz podawane izomery CLA, bedacych produktami desaturacji i
elongacji tych ostatnich. Zwrécita tez uwage na wigkszy potencjat antyoksydacyjny dodatku
Se-Y w por6wnaniu z nieorganicznymi formami Se, co miato wplyw na wyzsza akumulacje
izomeréw CLA. Wplyw izomeréw CLA oraz Se-Y na akumulacje Ca i Mg w watrobie i
migsniu  udowym szczuréw wyjasnila oddziatywaniem tych czynnikéw na synteze
metalotionein.. Zmiany w skladzie aminokwasowym, zwlaszcza w mieéniu udowym,
wynikajg prawdopodobnie z hipolipidemicznego oddziatywania izomeréw CLA (gtéwnie -
10, ¢-12), wywolujacego wspomniane wezesniej zjawisko tzw. ,repartycji”.

Préba wyjasnienia wynikéw badan na owcach jest bardzo zawita i petna przypuszczen.
Generalnie jednak, zgadzam si¢ z pogladem, Ze badane czynniki do$wiadczalne nie
oddziatywaty negatywnie profil kwasow tluszczowych i poziom skladnikéw mineralnych,
zwlaszcza migsnia najdtuzszego grzbietu owiec (wzrost poziomu Se byt tu niewatpliwie
pozadany). Przeciwnie, Doktorantka uznata, ze podawane dodatki byty korzystne z punktu
widzenia potrzeb fizjologicznych i moga byé bezpiecznie wykorzystywane w zywieniowych
metodach modyfikowania sktadu produktéw pochodzenia zwierzecego.

Oceniajqc redakcje niniejszego rozdzialu uwazam, ze Doktorantka zbyt czesto i zbyt
obszernie omawiata wyniki wczesniejszych badar wlasnych i innych autoréw, zamiast

koncentrowa¢ sie na wilasnych obserwacjach. Czesto i jednoczeSnie omawiala istotne i




nieistotne efekty czynnikéw doswiadczalnych, co znacznie utrudniato mi zrozumienie tekstu,

Uwaga: w pracy uzyto niepoprawnego terminu.: metaloteiny — powinno by¢ metalotioneiny!

Najwazniejsze wyniki i wnioski

Tre$¢ niniejszego rozdziatu nie budzi moich zastrzezen. Gléwne obserwacje
Doktorantki znajduja uzasadnienie w wynikach badaf i nie wychodza poza ich zakres.
Uwazam jednak, ze nalezalo wyodrebni¢ dwie grupy wnioskéw, a mianowicie: (1)
wynikajacych z badan na szczurach i (2) owcach.

Doktorantka ma niewqtpliwie Swiadomosé, ze wiasciwie sformutowanym wnioskiem

Jjest jedynie wniosek 12.
Streszczenie

Niniejszy rozdziat winien by¢ rozprawa doktorska w miniaturze i oddawaé jej gtowne
zalozenia, pewne elementy metodyczne, najwazniejsze wyniki i koficzyé sie generalng

konkluzja. Redakcja rozdzialu spetnia te kryteria. Nie mam uwag.

Literatura

Wysoko oceniam orientacje Doktorantki w niezwykle obszernej, lecz zawsze

adekwatnej, literaturze przedmiotu i dobér cytowanych pozycji. Bez zastrzezen.

W posumowaniu niniejszej recenzji wyrazam poglad, ze przedstawiona rozprawa,
wnosi istotny wktad w poznanie potencjalnych mozliwosci ksztaltowania profilu kwasow
ttuszczowych (udziatu izomerow sprzezonego kwasu linolowego) oraz poziomu selenu w
thkankach i narzqdach zwierzqt (szczuréw i owiec), na drodze manipulacji zywieniowej.
Elementem nowosci byla préba okreslenia wplywu tych czynnikéw Zywieniowych i ich
interakcji na poziom aminokwaséw i pierwiastkéw mineralnych w tkankach i narzqdach
szczurow. Wyrdiniam wykorzystanie mieszanin i indywidualnych izomeréw sprzezonego
kwasu linolowego (cis-9, trans-11 i trans-10, cis-12) oraz probe poznania ich loséw
metabolicznych w organizmie zwierzecym. Za waine uwazam obserwacje, wskazujqce na
przeciwutleniajqce  wlasciwosci  organicznej Jormy selenu (Se-Y), stabilizujqcego
wielonienasycone kwasy thuszczowe (w tym izomery sprzeionego kwasu linolowego),

wbudowane do struktur organizmu jywego. Zalozone cele rozprawy zostaly zrealizowane.




W pracy nie uniknieto pewnych uchybieri formalnych, lecz przyjmujqc kryteria
merytoryczne jej oceny za nadrzedne stwierdzam, ze preedstawiona rozprawa swiadczy o (1)
dobrej znajomosci przedmiotu badan, (2) opanowaniu warsztatu badawczego, zwlaszcza
analityki izomeréw sprzezonego kwasu linolowgo (3) znajomosci podstawowych metod
statystycznych, (5) umiejetnosci interpretacji wynikéw i tym samym, (6) dobrym
przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia prac badawczych.

Na tej podstawie, zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Fizjologii i Zywienia
Zwierzqt PAN w Jablonnie 7 wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Korniluk

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.




