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Recenzja
rozprawy doktorskicj mgr Iskandara Azmy Harahap

pt.: ,Badanie wplywu izoflawonow i probiotykéw na biodostepnosé i gospodarke wapnia
~ badania in vitro i in vivo”

wykonanej w Katedrze Zywienia Czlowieka i Dietetyki
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. i n. o zdr, Joanny Suliburskie;

Recenzja zostala wykonana w oparciu o uchwate Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnodci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 24 pazdziernika 2024 r.
w zwiazku z postgpowaniem o nadanie mgr, Iskandarowi Azmy Harahap stopnia naukowego
doktora nauk rolniczych w dyscyplinie Technologia zywnosci i zywienia.

Dobér it znaczenie tematu

Wybdr tematu rozprawy doktorskiej mgr. Iskandara Azmy Harahap, skupiajacej sie na
niedoborze wapnia u kobiet w okresie pomenopauzalnym w odniesieniu do ryzyka
wystgpowania osteoporozy, zostal oparty na zidentyfikowanej luce w obecnym stanie wiedzy
w tej dziedzinie zywienia czlowicka 1 medycyny., Wapn jest niezbednym i najbardziej obficie
wystepujacym mineralem w organizmie czlowieka, odgrywajacym i wspomagajgcym wicle
funkcji zapewniajac prawidlowe funkcjonowanie organizmu, m. in. tworzac strukture koscei i
zebdw, regulujac skurcz widkien migsniowych, a takze dziatanie uktadu nerwowego i sercowo-
naczyniowego. Wapn wystepuje w wielu popularnych produktach spozywezych, takich jak
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produkty mleczne i ryby (sardynki), a takze w warzywach lisciastych, brokutach i jarmuzu,
jednak jego pozyskanie ze skladnikéw diety moze zostaé znacznie ograniczone przez stabg
biodostepnos$é lub wybrane diety limitujace (wegetarianskie i weganiskie), preferencje
zywieniowe (dzieci) oraz leki. Niedobdr wapnia moze prowadzi¢ do wielu powaznych
probleméw w organizmie, m.in. zaburzenia funkcjonowania migéni, funkcji serca i mézgu, ale
przede wszystkim choroby niedoborowe wapnia (hipokalcemia), {j. osteopenia 1 osteoporoza,
wplywajace na uklad kostny i zeby. Grupy demograficzne bardzo podatne na niedobér wapnia
to osoby starsze i kobiety po menopauzie, u ktérych obnizenie wydzielania estrogenu powoduje
szybsze $cienczenie kosci, co zmniejsza gestosé kosel 1 zwicksza ryzyko zlamaf. Ze wzgledu
na stabe wchlanianie wapnia zwiazane ze starzeniem si¢ organizmu, problemy trawienne lub
niedobdr witaminy D (ograniczona ekspozycja na §wiatlo stoneczne), a takze niekorzystne
skutki leczenia z udzialem bisfosfonianéw, poszukiwanie innych sposobéw przyjmowania
wapnia oraz zwickszenia jego biodostgpnosci i statusu ma kluczowe znaczenie w naukach o
zywieniu 1 zdrowiu.

Ocena strony formalnej pracy

Rozprawa doktorska przedstawiona przez mgr. Iskandara Azmy Harahap pt.: ,,Badanie wptywu
izoflawonow i probiotykdw na biodostepnos¢ i status wapnia — badania in vitro i in vivo” liczy
52 strony i dzieli si¢ na: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Krétka biografia i
najwazniejsze osiggnigcia doktoranta, Zwiezly opis opublikowanych prac z uzasadnieniem
ztozenia ich w monotematyczny cykl, Wstep, Materiaty i metody, Najwazniejsze wyniki badan,
Whnioski, Aspekty nowosci i ograniczenia przeprowadzonych badan, Perspektywy na
przyszlodé, Bibliografia, Spis 13 publikacji pomocniczych, ktorych doktorant jest
wspotautorem. Do czgdcl opisowe] rozprawy doktorskiej dotaczono wydruk publikacii
sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska, a nastepnie Oswiadczenia wspdtautordéw publikacji
rozprawy doktorskiej. Calos¢ rozprawy sklada sig z pieciu artykutow, jednego przegladowego
i czterech oryginalnych prac badawczych, opublikowanych w czasopismach naukowych
wydawnictw MDPI i Frontiers. Caly coykl prezentuje prawidlowo opracowane i
przeprowadzone badania skupiajace sig na niedoborze wapnia u kobiet w okresie
pomenopauzanym do diety ktérych wprowadzono odpowiednie dawki tempehu, daidzeiny i
bakterii probiotycznych Lactobacillus acidophilus podzielonych na badania in vitro, in vivo
oraz kliniczne. FLaczna ovena cyklu prac wynosi [F=23,2, co odpowiada 560 pkt. MNiE. Mgr
Harahap jest pierwszym autorem wszystkich przedtozonych publikacji.

Oceniana rozprawa spelnia wymagania formalne dla tego typu prac przedstawianych w
postepowaniu o stopiefi doktora, tj. ma charakter eksperymentalny i zawiera wszystkie
niezbedne rozdziaty ulozone w typowej kolejnosci, Opracowanie jest spdjne, napisane
poprawnie jasnym i zrozumialym jezykiem.
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Ocena merytoryczna pracy

Wprewadzenie do podjetej tematyki rozprawy doktorskiej zawiera kluczowe informacje o
wapniu, jako niezbednym skladniku odzywezym i fizjologicznym, w organizmie cziowieka.
Autor wskazatl proponowany mechanizm wchianiania wapnia i problemy zwigzane z
niedoborem tego skladnika, zwtaszcza u kobiet po menopauzie. Mgr Tskandar Harahap zwrdcit
réwniez uwage na uznane i stosowane leczenic medyczne osteoporozy, wskazujg ich
ograniczenia i ryzyko terapii, gtownie w aspekcie leczenia z udzialem bisfosfonianow. Jako
alternatywe Kandydat, w oparciu o dane literaturowe, zaproponowat tempeh czyli tradycyjny
indonezyjski produkt powstajacy w trakcie procesu fermentacji ziaren soi, w polaczeniu z
probiotycznym szczepem  Lactobacillus  acidophilus  w  celu minimalizacji  i/lub
wyeliminowania problemu niedoboru wapnia u kobiet w okresie po menopauzie. Do czesci
wprowadzajacej wlaczono takze informacje zebrane i przedstawione w pierwszej publikacji
(Probiotics and Isoflavones as a Promising Therapeutic for Calcium Status and Bone Health: A
Narrative Review, Foods, 2021, 10, 2685), ktéra jest spdjnym artykultem przegladowym o
potencjale probiotykéw 1 izoflawonéw w utrzymaniu pozadanego stezenia wapnia w
organizmie cztowicka.

Cel pracy i hipotezy badawcze — Na podstawie danych literaturowych mgr Iskandar Azmy
Harahap prawidlowo sformutowal trzy krétkie 1 zrozumiate hipotezy badawcze, jako punkt
wyjdcia do wytyczenia jednego ogdlnego i czterech szczegdtowych celow badan. Doktorant
stwierdzit, Zze izoflawony (tempeh, daidzeina) i probiotyki (Lactobacillus acidophilus)
zwigkszaja biodoste¢pnosé i status wapnia w organizmie, poprawiajgc zdrowie kosci u kobiet
po menopauzie, zwlaszeza ze wzgledu na ich réwnoczesne odktadanie i efekt synergistyczny.
Cele sg sformulowane prawidtowo 1 mozliwe do osiggniecia dzieki prawidlowo zaplanowanej
serii eksperymentow.

Wryniki i dyskusja — Tematem wiodgcym czterech oryginalnych prac badawcezych tworzacych
monotematyczny cykl jest biodostepnoéé i status wapnia w wybranych tkankach po interwencji
polegajacej na wlaezeniu do diety tempehu, daidzeiny i bakterii probiotycznych Lactobacillus
acidophilus na trzech poziomach in vitro, in vivo i w badaniu klinicznym z udzialem kobiet po
menopauzie. Wszystkie publikacje zostaty przygotowane w oparciu o oryginalne wyniki badan
uzyskane przez mgr. Iskandar Harahap podezas prac eksperymentalnych wykonanych w trakcie
ksztatcenia w szkole doktorskiej.
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Publikacja 2 Effects of daidzein, tempeh, and a probiotic digested in an artificial
gastrointestinal tract on calcium deposition in human osteoblast-like Saos-2 cells,
opublikowana w International Journal of Molecular Sciences (25(2), 1008, IF 4.9; 140 pkt.)
przedstawia wyniki pierwszego eksperymentu nad wplywem daidzeiny, tempehu i
Lactobacillus acidophilus na odktadanie wapnia w ludzkich osteoblastopodobnych komérkach
Saos-2 poprzez trawienie w modelowym ukladzie przewodu pokarmowego. Praca
eksperymentalna skupiala si¢ na analizie biodostepnosci wapnia z badanych materialéw w
warunkach symulowanego trawienia, a nastepnie wchlaniania jelitowego w modelu komorek
nabtonka jelitowego Caco-2 a ostatni etap dotyczyt biodostgpnosci i proceséw komorkowych
zwigzanych z kosémi w ludzkich osteoblastopodobnych komoérkach Saos-2. Glownym
odkryciem badaf na tym poziomie byto stwierdzenie braku efektu synergistycznego, jak
réwniez znaczne] poprawy odkladania wapnia, gdy stosowano daidzeing, tempeh i
Lactobacillus  acidophilus. MSc Harahap zasugerowal réwniez wplyw testowanych
izoflawonéw i bakterii probiotyeznych na réznicowanie osteogeniczne w komérkach Saos-2,
co moze potencjalnie zachowac lub poprawi¢ zdrowie kosci.

Pytania: 1. Na jakiej podstawie wybrano konkretny szezep Lactobacillus acidophilus do badan?
2. Jakie sg ograniczenia spozycia tempehu i jaka jest zalecana dzienna dawka tego produktu?

3. W przedstawionym badaniu (P2) w warunkach in vitro, tempeh, Lactobacillus acidophilus i
daidzeina nie mialy wplywu na odkladanie wapnia w komorkach Saos-2. Jednym z mozliwych
powoddw jest hamujgce dzialanie substancii obecnych w tempehu. Jednak in vivo wystapilo
bardzo silne odkladanie wapnia w koéciach n6g szezuréw karmionych tempeh. Czy to oznacza,
z¢ substancje obecne w tempeh nie wykazaly swojej aktywnodei hamujacej in vivo? Czy w
literaturze znane sa inne potencjalne mechanizmy dla tego zjawiska?

Publikaeja 3 Effect of tempeh and daidzein on calcium status, calcium transporters, and bone
metabolism biomarkers in ovariectomized rats (Nutrients, 16, 651, IF 4,8; 140 pkt.) przedstawia
wyniki badan na modelu szczura po owariektomii, w ktérym zwierzeta byly karmione
codziennie tempehem i daidzeing. Stgzenie wapnia, ekspresja transporteréw wapnia i
biomarkery metabolizmu koéci zostaly przeanalizowane w celu symulacji warunkow
osteoporozy pomenopauzalnej, W poréwnaniu do leczenia bisfosfonianami, wykazano iz
tempeh i1 daidzeina poprawily stan wapnia, zwickszyly ekspresje transporteréw wapnia i
pozytywnie wplynely na biomarkery metabolizmu kosci u szczuréw. Na podstawie
przeprowadzonych badan zasugerowano, ze wybrane izoflawony moga by¢ dobrym Zrédiem
wapnia w diecie oraz istotnym czynnikiem w zapobieganiu i leczeniu niedoboréw wapnia.

Trzecia eksperymentalna cze$é cyklu przedstawiona w pracy doktorskiej (Publikacja 4: Impact
of Lactobacillus acidophilus and its combination with isoflavone products on calcium status,
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calcium transporters, and bone metabolism biomarkers in a postmenopausal osteoporotic rat
model. Nutrients (16, 2524, TF 4.8; 140 pkt.) skupia sie na synergistycznym dziataniu
rdwnoczesnego podania Lactobacillus acidophilus, tempehu i daidzeiny na stezenie wapnia,
transportery wapniowe i biomarkery metabolizmu kodci w modelu szczura po owariektomii.
Zebrane wyniki i obserwacje badania wykazaly, Zze codzienne spozywanie probiotycznego
Lactobacillus acidophilus 1jego polaczenia z izoflawonami zwicksza zawarto$é wapnia w kosci
udowej, jednak ten rodzaj diety zmniejszyl stezenie wapnia w surowicy krwi. Wykazano
pozytywny wplyw zastosowanej modyfikacji diety na biomarkery metabolizmu koéci,
parametry hematologiczne oraz zawarto$¢ cholesterolu i tréjglicerydéw, jednak przy
jednoczesnym podwyzszeniu poziomu glukozy we krwi.

Pytanie: 1. W badaniach in vivo na szczurach (P3 i P4) wyraznie wida¢, ze daidzeina, tempeh i
L. acidophilus prowadza do znacznego obnizenia stezenia wapnia we krwi szezura, Wedlug
niektérych danych literaturowych (doi:10.1538/expanim.61.399) normalny poziom wapnia w
surowicy szczurdw wynosi od 1,32 do 3,24 mmol/l. W przeprowadzonych badaniach
wykazano, z¢ w grupic szczuréw karmionych tempehem kalcemia zostata obnizona do
poziomu 1,4 mM (osiggajgc prawie dolna granicg), podczas gdy ta grupa zwierzat
charakteryzowala sie najwyzszym spozyciem wapnia w pordwnaniu do wszystkich pozostatych
grup. Czy oznacza to, ze spozywanie daidzeiny, tempehu z lub bez dodatkowego L. acidophilus,
przez. dluzszy okres czasu i w wigkszych ilo§ciach, moze hipotetyeznie prowadzi¢ do
hipokalcemii i wszystkich zwigzanych z tym konsekwencji, w tym funkcjonowania ukladu
nerwowego i migsni?

2. W badaniach przedstawionych w P3 daidzeina i w P4 tempeh i pateczki kwasu mlekowego
powaznie prowadzity do podwyzszenia poziomu AST (aminotransferazy asparaginianowej) u
szczuréw doswiadezalnych. Czy wskazuje to na ich mozliwa hepatotoksyeznoéé przy dtuzszym
okresie stosowania i w wigkszych ilosctach?

3. Stwierdzono, ze daidzeina (P3) i daidzeina z pateczkami kwasu mlekowego oraz tempeh z
pateczkami kwasu mlekowego (P4) znaczaco obnizyly poziom tréjglicerydéw w surowicy
szezurdw doswiadczalnych (szezegdlnie tempeh z pateczkami kwasu mlekowego). Czy
oznacza to, ze daidzeina i tempeh moga by¢ hipotetycznie stosowane w celu obnizenia poziomu
trojglicerydow u ludzi?

Ostatnia cze$¢ pracy (Publikacja 5 Effects of daily probiotic supplementation with
Lactobacillus acidophilus on calcium status, bone metabolism biomarkers, and bone mineral
density in postmenopausal women: A controlled and randomized clinical study (Frontiers in
Nutrition, 11, 1401920, IF 4,0; 70 pkt.) dotyczy badan klinicznych przeprowadzonych u ludzi,
w ktérym kobiety w okresie po menopauzie uzupetnialy swojg codzienng diete Lactobacillus
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acidophilus pod katem poziomu wapnia, biomarkerdéw metabolizmu kodei 1 profili gestosci
mineralnej kosci. Na podstawie uzyskanych wynikdw stwierdzono, ze chociaz suplementacja
probiotykami nie wplyneta znaczaco na gestosé mineralng kosci, pomogla ustabilizowaé obrdt
kostny. Badanie sugeruje réwniez, Ze ta interwencja dietetyczna prowadzita do wystapienia
zaburzeh w stezeniu wapnia i glukozy we krwi u ludzi.

Pytania: 1. Jaki byl powdd nieprzetestowania suplementacji probiotykami diety ludzkiej
Lactobacillus acidophilus wraz z tempeh i daidzeina, jak w poprzednich eksperymentach in
vitro { w vivo na szczurach.

2. Czy istnigjg niekorzysine skutki jednoczesnego (i dtugotrwalego) spozywania probiotykdw
i izoflawondw na zdrowie czlowieka?

Najwazniejsze osiggniecia przedstawione w pracy podsumowano czierema wnioskami
odpowiadajacymi publikacjom zawartym w rozprawie doktorskiej. Sformulowano takze
ogdlny wniosek podsumowujacy catosé wykonanych prac. Na podkreslenie zastuguje
przedstawiona praktyczna rekomendacja uzyskanych wynikdw, ktdra jest jednak nieco zbyt
ogolna. Wskazanie elementéw nowosci oraz przysztych kierunk6w badar w obszarze depozycji
wapnia 1 mechanizméw regulacji mineraléw to réwniez dobre punkty rozprawy. Identyfikacja
ograniczen przedstawionych badan jest bardzo interesujacym punktem pracy sugerujgcym inne
potencjalne sciezki 1 sposoby zrozumienia procesdéw i mechanizmdéw metabolicznych.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, cheiatabym stwierdzi€¢, ze oceniana rozprawa doktorska ma wysoki potencjat
naukowy z elementami nowosci wskazujacymi na potencjalnie mozliwy mechanizm
ograniczania niedoboru wapnia, szczegdlnie przy wprowadzeniu do diety kobiet w okresie po
menopauzie produkidw bogatych w izoflawony w polgczeniu z probiotycznymi szczepami
bakterii Lactobacillus acidophilus. Wszystkie eksperymenty zostaly starannie zaplanowane i
przeprowadzone z whasciwie dobrang 1 dostepng metodologia oraz sprzetem w warunkach in
vitro, in vivo, jak i w badaniach klinicznych z udzialem grupy kobiet w okresie po
menopauzalnym. Uzyskane wyniki zostaly starannie zebrane, poddane analizie statystycznej,
omowione i zinterpretowane w sposob wnikliwy, co pozwolito na ich publikacje w uznanych
czasopismach naukowych, co §wiadezy o nowoscei i wysokim poziomie przeprowadzonych
badan (taezny IF 23,2 i 560 punktéw ministerialnych). Tres¢ rozprawy doktorskiej mgr
Iskandara Azmy Harahap pt.: ,Badanie wplywa izoflawonéw i probiotykéw na
biodestepno$é i gospodarke wapnia — badania in vitro i in vive” oraz wynikajgee z niej cenne
mozliwodel prakiycznej aplikacji upowazniaja mnie do stwierdzenia, Ze oceniana rozprawa
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doktorska spelnia wszystkie wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.). W zwiazku
z powyzszym z pelnym przekonaniem skltadam wniosek do Rady dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr Iskandara
Azmy Harahap do publicznej obrony.

dr hab. inz. Malgorzata Korzeniowska, prof. UPWr
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