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RECENZIJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Eweliny Zuk
pt. ,,Ocena wplywu fitoestrogenéw sojowych na regulacje endogennej syntezy choliny i
gromadzenia lipidow w watrobie ” wykonanej w Katedrze Zywienia Czlowieka i Dietetyki
Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem

prof. dr hab. n. med. i n. 0 zdr. Agaty Chmurzynskiej

Niniejszq recenzjg wykonano w odpowiedzi na Uchwate Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i
Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznawiu z dnia 3 patdziernika 2024 r. oraz na podstawie przepiséw Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, zwanej dalej Ustawgq (Dz.U. z 2020 r., poz. 83 z péin.
zm.). Recenzje sporzqgdzono w oparciu o otrzymang okolo 15.10.2024 r. rozprawe doktorskq niniejszej kandydatki do
stopnia doktora zwanej dalej Kandydatkg.

Podstawowe informacje o Kandydatce

Kandydatka do stopnia doktora w 2018 roku uzyskata tytut magistra dietetyki na Wydziale
Nauk o Zywnosei i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, po czym bezposrednio
zakwalifikowala si¢ na studia doktoranckie na tym samym wydziale. Z zalaczonej do rozprawy
dokumentacji wynika, ze nie ubiegata si¢, jak dotad, 0 nadanie stopnia doktora. Uwzgledniajac nieco
ponad roczna przerwe jest takze od 2017 roku zaangazowana w realizacje projektéw badawezych na
swoim macierzystym wydziale, wpierw jako pracownik techniczny (lata 2017-2018), a nastepnie
jako kierownik wiasnego projektu badawczego (rok 2019-obecnie). Projekt, ktérym do chwili

obecnej kieruje, jest scisle zwigzany z tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej i zostat przyznany w



ramach konkursu PRELUDIUM. Od konca 2020 roku Kandydatka pracuje ponadto na stanowisku
miodszego specjalisty/lidera strefy doswiadczalne] w Zwierzetarni Wielkopolskiego Centrum
Zaawansowanych Technologii, a z poczatkiem 2022 roku zostala zatrudniona na stanowisku
technicznym w kolejnym grancie badawczym NCN (jednostka realizujgca: Instytut Chemii
Bioorganicznej PAN). Kandydatka, jak na relatywnie wezesny etap swojej kariery, posiada istotny
dorobek naukowy, w tym 5 publikacji w recenzowanych czasopismach, w wiekszosci o zasiggu
miedzynarodowym (4 pozycje), oraz w sumie 9 komunikatéw na krajowych i miedzynarodowych

konferencjach. W dwoch recenzowanych publikacjach jest pierwszym autorem.

Wybor i znaczenie tematu

Nadmierne gromadzenie lipidow w watrobie moze prowadzi¢ do rozwoju tzw.
sttuszczeniowej choroby watroby, a nastepnie takze do rozwoju marskosci i raka tego narzadu.
Sttuszezenie watroby jest najczesciej konsekwencja nieprawidlowego sposobu zywienia lub
naduzywania alkoholu bedgcego dodatkowo wyszezegdlniong przyczynag tej choroby. Szacuje sig, ze
wsréd dorostych z nadwaga 1 otyloscia stluszczeniowa choroba watroby dotyczy okolo polowy
wszystkich przypadkow wystepujgc czasami réwniez u 0sob szczuptych, u ktérych diagnozowane sa
inne skladowe zespotu metabolicznego (m.in. dyslipidemia, nietolerancja glukozy, nadci$nienie).
Jedyna dostepna metodg leczenia sthuszczeniowej choroby watroby jest zmiana stylu zycia zwigzana
z dieta 1 utratg masy ciata, ktérg w najciezszych sytuacjach taczy sie¢ z operacjami bariatrycznymi.
Trwaja takze intensywne badania nad potencjalnymi lekami, gléwnie ligandami réznego rodzaju
receptorow jadrowych (PPARs, FXR lub THR-$), ktére moga skutecznie zwalczac te chorobe.

Jednym ze specyficznych czynnikow zywieniowych mogacych prowadzi¢ do stluszczenia
watroby jest niedobér choliny (kationu (2-hydroksyetylo)trimetyloamoniowego), ktora w postaci
fosfatydylocholiny warunkuje watrobowe formowanie lipoprotein o bardzo malej ggstosci 1 w ten
sposOb uwalnianie lipidéw do krwi. Niewielkie ilosci choliny moga by¢ syntetyzowane w watrobie
ludzi i innych ssakow z udziatem metioniny w szlaku metabolicznym zawierajacym odpowiednig do
tego celu metylotransferazg (fosfatydyloetanoloaminy) kodowana przez gen PEMT, ktorego
ekspresja jest stymulowana przez estrogeny. Iloéci endogennie syntetyzowanej choliny sa jednak
niewystarczajgce i muszg by¢ uzupelniane poprzez jej spozycie wraz dieta, co nie zawsze jest
mozliwe, szczegdlnie u 0s6b preferujacych zywnosé pochodzenia roslinnego. Na tym tle podjete
przez mgr Eweline Zuk oryginalne badania dotyczace oceny wplywu fitoestrogenéw sojowych,
mogacych nasladowa¢ dziatanie estrogendw w organizmie, na regulacj¢ endogennej syntezy choliny

i gromadzenie lipidéw w watrobie sg bardzo interesujace i w pelni uzasadnione.



Formalna ocena rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa to liczaca 124 strony monografia naukowa zawierajgca
wszystkie niezbedne w tego typu opracowaniach rozdzialy, we whasciwej kolejnosci i proporcjach,
w tym dwustronicowe streszczenia w jezyku polskim i angielskim (zgodnie z art. 13, ust. 6 Ustawy).
Tytul rozprawy jest zwigzly i zgodny z trescig, a jej uklad ma charakter logiczny, przejrzysty i
zwyczajowo przyjety dla tego typu opracowan naukowych, zawierajacy dodatkowo spisy w sumie 6
tabel 1 29 rycin oraz wykaz skrétow. W 21-stronicowym pismiennictwie zamieszczono 207 pozycii,
glownie anglojezycznych, sposrod ktorych nieco powyzej 60% zostalo opublikowanych na
przestrzeni ostatnich 14 lat. Rozprawa napisana jest w zdecydowanej wickszosci starannie oraz
poprawnie pod wzgledem jezykowym, dostrzegalny jest przy tym swego rodzaju talent do pisania
opracowan naukowych. Drobne uwagi redakcyjne zamieszczam do wiadomosci w nawiasach (str. 19:

literéwka w zdaniu ,,Stosunkowo wysokie pobranie choliny w z dietg stwierdzono u zdrowych mezczyzn w Polsce...”;
str. 20: zbgdne powtdrzenie w zdaniu ,,Poza wyzej wymienionymi wyzej czynnikami wykazano, ze...,,; str. 22: zbedne
powtorzenie w zdaniu ,,Blusztajn i Wurtman juz w 1983 roku spisali, ze dostepnos¢ choliny i acetylo-CoA wplywa
acetylo-CoA na aktywnos¢ acetylotransferazy cholinowej...”; str. 23: zbedny przecinek w zdaniu ,,Szlak PEMT;
rozpatruje si¢ rowniez w kontek$cie endogennej syntezy choliny,,; str. 40: literéwka w zdaniu ,,Duza role w catym
procesie odgrywa mikrobiotya jelitowa,,; str. 101: literowka w zdaniu .,...a takze w nizszej zdolnosci do wiazania z
receptorami estrogenowymi niz estrogeany endogenne™; ryc. 4: powinno by¢ ,,stado niekrewniacze...” zamiast ,,szczury
szezepu...”; nazwa rozdziatu 4.3: powinno by¢ ,.Procedura pobrania probek krwi i narzadéw”, a nie ,,Procedura pobrania
probek krwi i tkanek”, poniewaz termin tkanka jest niemajacym odzwierciedlenia w merytoryce zargonem
laboratoryjnym; nazwa rozdzialu 4.5: wskazana nazwa to ,Analiza biochemiczna krwi”, a nie ,Analiza stezenia
wybranych parametréw biochemicznych”, poniewaz w tym konteksécie analizuje sie materiat b.iologiczny, a stezenie sie

oznacza).

Merytoryczna ocena rozprawy

Kandydatka do stopnia doktora rozpoczyna rozprawe krotkim wstepem, w ktorym jasno i
Jednoznacznie uzasadnia potrzebe podjecia badan whasnych, przy czym poczatkowo nieco
zaskakujacy jest brak jakichkolwiek odnos$nikéw do literatury w tym rozdziale. Niemniej jednak
wszystkie niezbedne informacje nalezycie przedstawia i rozwija w rozdziale drugim dotyczacym
przegladu dotychczasowego stanu wiedzy, w ktorym m.in. charakteryzuje pod wzgledem
chemicznym i zywieniowym choline. Zaczyna przy tym od krétkiego, aczkolwiek interesujacego i
dobrze wprowadzajgcego w tematyke rysu historycznego dotyczacego procesu odkrycia choliny, co
nie jest czesto spotykanym zwyczajem w obecnie przygotowywanych monografiach naukowych, W
sposdb przejrzysty i schematyczny przedstawia takze gléwne szlaki metabolizmu choliny. Nastepnie

przybliza procesy zwigzane z gromadzeniem lipidéw w watrobie, definiuje przy tym sthuszczeniowa



chorobe watroby i przedstawia patogenezg tego schorzenia. Podajac definicje choroby decyduje si¢
jednak na wychodzacg z uzycia nazwe ,.niealkoholowe sttuszczenie watroby™ (z ang. NAFLD), ktdra
niedawno zastgpiona zostala terminem ,.stluszczeniowa choroba watroby zwigzana z zaburzeniami
metabolicznymi” (z ang. MAFLD lub MASLD), co ma wynika¢ z koniecznosci podkreslenia jej
zasadnicze] przyczyny. Przedstawia ponadto kluczowy dla badan wtasnych mechanizm stluszczenia
watroby z niedoboru choliny, opisujac takze fitoestrogeny z punktu widzenia ich budowy chemicznej,
znaczenia zywieniowego 1 aktywnosci biologicznej, w tym szczeg6lnie waznej w kontekscie badan
wiasnych aktywnosci estrogenowej tych zwiazkéw. Wskazuje dalej na pozytywny zwigzek pomigdzy
spozyciem soi i preparatow z niej pozyskiwanych, a funkcjonowaniem watroby i hamowaniem jej
sttuszczania. Przeglad stanu wiedzy jest napisany w sposob klarowny, na podstawie odpowiednio
dobranej literatury i opatrzony kilkoma rycinami, co ulatwia rozeznanie si¢ w tematyce badan. W
kontekécie istotnych dla badan sktadnikéw pokarmowych jedyne, co mogloby dodatkowo zostac
zamieszczone to ich wzory strukturalne.

W rozdziale trzecim podsumowano krétko najwazniejsze informacje z wczesniejszych
rozdziatdow 1 przedstawiono gléwny cel badan, ktéry brzmi nastepujaco: .,...ocena wplywu
izoflawondéw sojowych na proces endogennej syntezy fosfatydylocholiny poprzez wplyw na
ekspresje genu Pemit, jak rowniez okreslenie zaleznos$ci migdzy podaza izoflawonow sojowych a
wybranymi procesami zwiazanymi z gromadzeniem lipidow w watrobie szczurdw, zardwno w stanie
niedoboru choliny w diecie, jak i prawidlowej jej podazy”. Kandydatka wymienia takze 4 cele
szczegOtowe, ktére bezposrednio nawiazuja do celu glownego 1 odnosza si¢ do izoflawonow
poddanych badaniom, genu Pemt i innych genéw warunkujacych metabolizm lipidow (Pparg, Srebfl,
Fasn) oraz markerow metabolizmu lipidéw 1 funkcjonowania watroby. Stawia ponadto 3 hipotezy
badawcze, ktore sg logicznym nastgpstwem dokonanego przegladu literatury, bezposrednio
nawigzuja do postawionego celu badan i zakladaja zmiany w ekspresji badanych genéw i
metabolizmie lipidow pod wpltywem czynnikow zywieniowych (choliny i izoflawondow).

Aby zrealizowa¢ postawione cele i zweryfikowa¢ hipotezy badawcze Kandydatka
przeprowadzita eksperyment zywieniowy na samcach szczurow Wistar (stado niekrewniacze),
stosujgc potoczyszczonag diete zalecang dla tego typu doswiadczen przez Amerykanski Instytut
Zywienia (dieta AIN-93M). Eksperyment polegat na w sumie 12-tygodniowym zywieniu zwierzat,
wpierw dietg z rekomendowana zawartoscia choliny lub catkowicie pozbawiong tego sktadnika
(pierwszy czterotygodniowy etap), a nastgpnie obydwoma wariantami tej diety uzupelnionymi
najwazniejszymi izoflawonami sojowymi (genisteing lub daidzeing) lub ekstraktem izoflawonow
sojowych w ilosciach odpowiednio 0,5 lub 2 g/kg diety (drugi o$miotygodniowy etap). Brak choliny

lub tez obecnos$é¢ izoflawondéw byla regulowana zawartoscig sacharozy w diecie. Szczegétowo
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opisana metodyka eksperymentu i analizy materialu biologicznego nie budzi watpliwosci, poza
drobnymi wyjgtkami. Kandydatka zamieszcza m.in. zadeklarowany przez producenta sktad ekstraktu
izoflawonow sojowych, nie precyzuje jednak czystosci chemicznej zastosowanych izoflawonow,
ktore rowniez byly pochodzenia handlowego. Przy ustalaniu ilosci izoflawonow w diecie informuje
ponadto, ze zostaly one okreslone na podstawie przegladu literatury w taki sposéb, aby ich dzienne
pobranie przez szczury odpowiadato analogicznemu i przecigtnemu spozyciu przez ludzi. Nie podaje
jednak konkretnych danych liczbowych na temat tego spozycia, ani przyktadowego sposobu ich
przeliczania na model zwierzecy, dlatego prosze o bardziej szczegélowe omowienie te] kwestii
podczas publicznej obrony. W ramach niniejszej rozprawy zastosowano odpowiednio zaawansowane
metody analizy materiatu biologicznego, m.in. z wykorzystaniem reakcji tancuchowej polimerazy w
czasie rzeczywistym, techniki western blot i testow immunoenzymatycznych. Dokonana dzieki tym
metodom analiza ekspresji genéw zwiazanych z metabolizmem lipidéw (Pemt, Pparg, Srebf1, Fasn)
zardwno na poziomie transkrypcji, jak i translacji jest warta wyrdznienia i wskazuje na wysokie
standardy dochowywane przez Kandydatke i jednostke naukows, w ktérej prowadzono badania.
Uzyskane wyniki przedstawiono z reguly w sposéb czytelny i opatrzony niezbednymi
przypisami na wykresach (shupkowych lub typu ramka-wasy), a sporadycznie takze w tabelach.
Zdecydowano si¢ przy tym na zastosowanie statystyki uwzgledniajgcej gtownie jednoczynnikowsg
analizg wariancji i jej nieparametryczna alternatywa (test Kruskala-Wallisa), a takze odpowiednie
testy post hoc wskazujace na istotne réznice pomiedzy poszczeg6lnymi grupami eksperymentalnymi.
Patrzac jednak zgrubnie na $rednie i odchylenia w poszczegdlnych grupach odnosze wrazenie, ze
korzystniejszym rozwigzaniem w zaproponowanym ukladzie eksperymentalnym mogloby byé
zastosowanie dwuczynnikowe]j analizy wariancji z obecnoscig choliny w diecie, jako pierwszym
czynnikiem, i rodzajem preparatow izoflawonéw, jako drugim czynnikiem. Takie podejscie znacznie
zwigkszyloby probe analizowang w ramach poszczegélnych czynnikéw i w ten sposdb mozliwe, ze
uwidocznitoby wigksza liczbe istotnych réznic, a takze ewentualne interakcje pomiedzy
proponowanymi czynnikami. Poza tym, dezorientujace sa wyniki dot. spozycia diety w pierwszym
etapie eksperymentu, ktére przedstawiono na rycinie 5 niezgodnie ze schematem zamieszczonym i
opisanym w metodyce badan uwzgledniajacym jedynie dwie zbiorcze grupy badawcze, Zywione dieta
zawierajgca lub pozbawiona choliny (ryc. 4). Na przytaczanej rycinie wzietych jest jednak pod uwage
az 8 grup eksperymentalnych analogicznie do drugiego etapu badan z uwzglednieniem izoflawondw.
W dalszej czgsci rozprawy Kandydatka dodatkowo sugeruje, ze izoflawony sojowe mogly by¢ obecne
w diecie juz na pierwszym etapie eksperymentu (str. 92), dlatego prosze o ustosunkowanie sie do

tych niescistosci podezas publicznej obrony.



W 14-stronicowym rozdziale ,,Dyskusja” Kandydatka wykorzystuje swojg rozlegla wiedze z
zakresu nauki o zywieniu wskazujgc na oryginalny charakter przeprowadzonych badan oraz
dokonujac ich dojrzalej i interesujgcej interpretacji na tle dostgpnej literatury. Naukowa dojrzalos¢
Kandydatki jest warta podkreslenia z uwagi na fakt, ze wiekszo$¢ postawionych hipotez zostala
zweryfikowana w rozprawie negatywnie, co z pewnoscia przysporzyto dodatkowych trudnosci. W
zwiazku z tym Kandydatka analizuje mozliwe przyczyny takiego stanu rzeczy wykazujgc si¢
nalezytym brakiem stronniczo$ci, chociaz mam wrazenie, ze w niektorych przypadkach nieco
wigksza doza optymizmu w ocenie uzyskanych wynikow by nie zaszkodzita. Np. na stronie 94
podaje, ze cyt. ,,Szczury z grup CD charakteryzowaly sie prawidlowa morfologig hepatocytow,
natomiast zmiany zaobserwowane u zwierzat z grup CholDD mialy charakter lagodny™, czego nie
potwierdzajg zdjeciach histologiczne, na ktérych widoczne jest jednak znaczne nagromadzenie si¢
lipidéw w hepatocytach. Kandydatka dalej thumaczy, ze cyt. .,...ze wzgledu na rodzaj powstajacych
zmian, tj. najczesciej mikropecherzykowe zmiany tluszczowe, nie dochodzi do uszkodzenia
integralnosci struktury komorkowej™ (str. 97). Tak czy owak samo nagromadzenie si¢ thuszczu
interpretowalbym jako istotne zaburzenie w kontek$cie niniejszej tematyki badan, szczegélnie jesli
zostaloby poparte zwiekszong zawartoscig thuszczu w watrobie. Ilociowego oznaczenia thuszczu w
watrobie jednak nie wykonano, dlatego wskazuje¢ ten element analityczny jako wazny do uzupehienia
na wypadek kontynuacji badan. Warto w tym kontekscie podkresli¢, ze Kandydatka wyciaga szereg
waznych wnioskow na przysztos¢, np. sugeruje koniecznos¢ wyboru zwierzat genetycznie bardziej
ujednoliconych (z chowu wsobnego) oraz wykonanie dodatkowych analiz na obecnos¢ estrogendw i
metabolitéw izoflawonow. Podczas publicznej obrony prosze natomiast o zaproponowanie bardziej
skonkretyzowanych rozwigzan prowadzacych do uzyskania modelu sthuszczenia watroby o wigkszej
wyrazistodel (jaki szczep wsobny? Zmiana czasu trwania eksperymentu? Moze jakie§ dodatkowe
zmiany w diecie pozbawionej choliny?).

Na zakonczenie rozprawy Kandydatka w sposdb syntetyczny podsumowuje najwazniejsze
spostrzezenia z badan wilasnych i wlasciwie formutuje 3 wnioski nawigzujace bezposrednio do
postawionego celu i hipotez badawczych, wykluczajac przy tym wplyw izoflawonéw sojowych na
proces endogennej syntezy choliny. Wskazuje jednoczesnie na potrzebe dalszych badan dotyczacych

roli izoflawonéw sojowych w regulacji metabolizmu lipidéw za posrednictwem wybranych gendw.

Podsumowanie

Reasumujac stwierdzam, ze mgr Ewelina Zuk w spos6b z mechanistycznego punktu widzenia
oryginalny i ciekawy dokonata oceny wplywu fitoestrogenow sojowych na regulacj¢ endogennej
syntezy choliny i gromadzenia lipidow w watrobie. Wykazata si¢ przy tym ogdlng wiedzg teoretyczng
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w zakresie nauk o Zywnosci i zywieniu, znacznym zaawansowaniem metodycznym i duza
dojrzatoscia naukows. Lektura rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Zuk jednoznacznie wskazuje, ze
potrafi ona prawidlowo postawi¢ hipotezy badawcze, odpowiednio zaplanowac i przeprowadzi¢
eksperymenty zywieniowe na zwierzetach laboratoryjnych, a nast¢pnie zinterpretowac uzyskane
wyniki i wyciggna¢ adekwatne wnioski. Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
spelnia wymagania stawiane tego typu opracowaniom (zgodnie z art. 187, ust. 1-2 Ustawy) i wnoszg
do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia

doktora.

Whiosek o wyroéznienie

Zglaszam wniosek o wyrdznienie niniejszej rozprawy, ktéra w sposéb oryginalny i
interesujacy porusza niezwykle wazna ze zdrowotnego punktu widzenia kwesti¢ roli czynnikéw
zywieniowych w zapobieganiu sttuszczeniu watroby. Wniosek motywuje takze faktem, ze badania,
pomimo negatywnej weryfikacji wiekszosci hipotez, zostaly bardzo dobrze zaplanowane 1
uzasadnione oraz poparte kompleksows analizg ekspresji wybranych genéw, warunkujacych
metabolizm lipidow w organizmie czlowieka. Badania zostaly ponadto zrealizowane w ramach
pozyskanego przez Kandydatke i jej opiekuna grantu badawczego, sfinansowanego przez NCN, co

jest dodatkowg przestanka do wyrdznienia rozprawy.
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