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1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Podstawa wykonana niniejszej recenzji byto pismo Dziekana Wydziatu Nauk o Zywnosci
i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu prof. dr hab. Pawta Cyplika (WNZZ-
4000-24/2019, z dnia 23-10-2024) oraz rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Marii Zielinskiej-
Wasielica.

Podstawa prawna: Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst
jednolity Dz.U. z 2020 r. poz. 85 z pozn. zm,)

2. Uzasadnienie wyboru tematu rozprawy doktorskiej

Szybko rosnacy wskaznik otytosci stat si¢ niezwykle waznym problemem zdrowia
publicznego, szczegolnie w krajach rozwinietych. Otylo$¢ wiaze si¢ z szeregiem problemow
zdrowotnych, czesto okreslanych jako zespdl metaboliczny, obejmujacych rozwdj
insulinoopornosci, cukrzycy typu 2, chordb sercowo-naczyniowych, nadcisnienia i innych.
Tkanka tluszczowa jest obecnie uwazana za narzad endokrynny odpowiedzialny za
hormonalne wydzielanie adipokin, ktére biorg udziat w réznych procesach fizjologicznych.
Nadmierna masa ciala sprzyja przerostowi adipocytéw i wystepowaniu miejscowego
niedotlenienia komoérkowego, ktdre przyczyniaja sie¢ wspolnie do rozwoju przewlektego stanu
zapalnego o niskim stopniu nasilenia. Prowadzi to nastepnie do zwigkszonej migracji
komdrek uktadu odpornosciowego, takich jak makrofagi i limfocyty oraz do patologicznie
zmodyfikowanej tkanki tluszczowej z powodu zwigkszonej apoptozy adipocytow
promowanej przez niedotlenienie. Z kolei zwiekszona infiltracja komdrek ukltadu
odpornosciowego narazonych na przewlekla hipoksje i zwiekszony stres oksydacyjny

zaburza réwnowage pomiedzy wydzielaniem cytokin przeciwzapalnych i prozapalnych.



Ponadto adipocyty uwalniaja setki czasteczek sygnatowych, ktére odpowiadaja za regulacje
lokalnej i systemowej aktywnosci komdrkowej poprzez swoja aktywnos¢ autokrynna,
parakrynng i endokrynnga. Wykazano, ze adipokiny odgrywaja kluczowa role w regulacji
wielu procesow w organizmie czlowieka, takich jak metabolizm glukozy i lipidow,
wrazliwos¢ na insuling, apetyt, odpowiedZ immunologiczna i stan zapalny. Ze wzgledu na
ich udziat w tych procesach, adipokiny moga by¢ traktowane jako potencjalne cele dla nowych
strategii terapeutycznych w licznych schorzeniach. Nadmierne gromadzenie tkanki
tluszczowej jest rowniez jednym z gléwnych przyczyn zwigekszonego stresu oksydacyjnego,
jak rowniez nasilenia proceséw zapalnych w organizmie, co z kolei prowadzi do wigkszego
zuzycia antyoksydantow. Jedna z bezpiecznych strategii terapeutycznych i profilaktycznych
jest wykorzystanie naturalnych zwigzkéw bioaktywnych, ktoére wykazuja zdolnosci do
ingerowania w hiperplastyczny i hipertroficzny rozrost tkanki tluszczowej poprzez
modulowanie szlakow sygnalowych zwigzanych z procesem adipogenezy, lipogenezy
i lipolizy, produkcja adipokin, czynnikéw i mediatorow stanu zapalnego, jak réwniez

wrazliwoscig komoérek na insuline.

Stad tez, problematyka badawcza recenzowanej rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Marii
Zielinskiej-Wasielicy obejmujaca ocena bioaktywnosci ekstraktéw z owocow czarnego bzu
(Sambucus nigra L.) oraz czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.) w aspekcie prewencji i terapii
otylosci i powiazanych z niq zaburzen metabolicznych, jest jak najbardziej aktualna i istotna.
Wybdr tematu dysertacji uwazam wiec za uzasadniony, zaréwno z punktu widzenia

naukowo-badawczego, jak i aplikacyjnego.

3. Ogolna charakterystyka i ocena formalna pracy

Uktad rozprawy doktorskiej Pani Mgr inz. inz. Joanny Marii Zieliniskiej-Wasielicy jest typowy
dla prac o charakterze eksperymentalnym. Dysertacja jest klasycznym opracowaniem
przedstawionym w postaci maszynopisu, liczacym 187 stron, facznie ze spisem pisSmiennictwa
oraz spisem tabel i rysunkéw. Sktada sie z 7 rozdziatéw, wykazu najwazniejszych skrotow
oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. W pracy znajduje si¢ 9 tabel oraz 50
rysunkéw, w tym 44 z wynikami badan witasnych. Poszczegolne rozdziaty pracy sa logicznie
utozone i stanowig kompletna catos¢. Pierwsza czes¢ dysertacji dotyczy przegladu literatury
i zawiera wprowadzenie oraz 4 podrozdzialy tematyczne stanowiace 17% ogodtu pracy,
natomiast cze$¢ empiryczna, w tym czes$¢ doswiadczalna ze szczegdtowo opisang metodyka
badan, opisem uzyskanych wynikéw, ich dyskusje oraz wnioskami, stanowi ponad 60% calej
pracy. W przedstawionej do recenzji dysertacji zacytowano 215 pozycji bibliograficznych.
Proporcje poszczegolnych czesci pracy sa adekwatne do charakteru pracy, a uzyskane wyniki
zinterpretowano i przedyskutowano prawidiowo. Od strony formalnej praca nie budzi

zastrzezen.

Praca doktorska mgr inz. inz. Joanny Marii Zielinskiej-Wasielicy zostata wykonana w ramach
projektu nr 2015/19/B/NZ9/01054 w konkursie OPUS 10 finansowanym przez Narodowe
Centrum Nauki w latach 2016 — 2020, co zostato podane na str. 101 12 (wersja angielska)



4. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej
Tytul pracy jest zgodny z celem oraz trescig rozprawy.

Przeglad literatury stanowi dobry asumpt do zaplanowanych badan, nakreslajac w zarysie
najwazniejsze kwestie zwigzane z tematem pracy. Doktorantka przejrzyscie omodwila tto
naukowe podjetych badan, opisujac charakterystyke i fizjologie tkanki tluszczowej,
z uwzglednieniem procesu adipogenezy na zdrowie metaboliczne, omdéwita mechanizmy
immunologiczne towarzyszace otylosci oraz implikacje z nim zwigzane, probujac wyjasnic¢
mechanizmy rozwoju przewleklego stanu zapalnego w tkance ttuszczowej i jego
konsekwencje zdrowotne. W kolejnej czesci przegladu literatury Autorka scharakteryzowata
owoce czarnego bzu (EDB) i czarnej porzeczki (BC) jako zrdédla zwigzkow bioaktywnych.
Zwrécita uwage na  wlasciwosci  przeciwutleniajace,  przeciwdrobnoustrojowe
i przeciwwirusowe wykorzystywane w profilaktyce i leczeniu otylosci, choréb uktadu
krazenia, cukrzycy, jak rowniez choréb nowotworowych.

Pomimo bardzo obszernego wprowadzenia literaturowego, w moim odczuciu, zabrakto
krétkiego podsumowania tej czesci dysertacji wskazujacego dlaczego w czesci praktycznej
zajeto sie tylko zwigzkami polifenolowymi, biorac pod uwage, iz owoce jagodowe,
a zwlaszcza czarna porzeczka, ale rowniez bez czarny sg zrédlem witamin, w tym gtownie

witaminy C.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiony przeglad literatury, dobrze uzasadnia
zalozenia pracy oraz potrzebe podjecia niniejszych badan. Bowiem, tak jak podkreslita
Doktoranta we wprowadzeniu ,w obliczu zlozonosci i wieloczynnikowego charakteru
otylosci, konieczne jest poszukiwanie nowatorskich podejs¢, jakim jest m.in. wykorzystanie
potengjalu biologicznego naturalnych skfadnikow roslinnych. Badania nad potencjatem
biologicznym naturalnych skfadnikow roslinnych, takich jak owoce czarnego bzu i czarnej
porzeczki, w prewencji i terapii otylosci, maja istotne znaczenie dla dalszego rozwinigcia
bezpiecznych strategii terapeutycznych opartych na bioaktywnych zwigzkach pochodzenia
naturalnego”. Do przygotowania tej czesci pracy Doktorantka wykorzystala aktualng

literature, co swiadczy o dobrym rozeznaniu literaturowym w tym zakresie.
Hipotezy badawcze i cele pracy:

W swojej dysertacji, mgr inz. Joanna Maria Zielinska-Wasielica postawila, az 7 hipotez
badawczych:

1) Zwiazki polifenolowe zawarte w owocach czarnego bzu iczarnej porzeczki
charakteryzuja si¢ biodostepnoscia na poziomie wystarczajacym do wywotania efektow
prozdrowotnych o istotnym znaczeniu dla prewengji i terapii otylosci i zwigzanych
z nia zaburzen metabolicznych.

2) Ekstrakty zczarnego bzu iczarnej porzeczki wykazuja wysoki potencjat
antyoksydacyjny, ktéry moze prowadzi¢ do ograniczenia poziomu reaktywnych form
tlenu w komorkach ttuszczowych.



3) Ekstrakty z owocOdw czarnego bzu i czarnej porzeczki wplywajq na proces adipogenezy
i lipogenezy oraz na metabolizm lipidéw w komdrkach tluszczowych.

4) Ekstrakty zowocow czarnego bzu iczarnej porzeczki moduluja ekspresje leptyny
i adiponektyny, przez co moga wspiera¢ homeostaze metaboliczng oraz redukowac
insulinoopornos¢.

5) Ekstrakty zczarnego bzu iczarnej porzeczki moga ostabia¢ insulinoopornos¢
i poprawia¢ wychwyt glukozy w adipocytach.

6) Ekstrakty z czarnego bzu i czarnej porzeczki maja zdolnos¢ do ograniczania absorpcji
tluszczow i weglowodandw poprzez hamowanie aktywnos$ci enzymow trawiennych.

7) Ekstrakty zowocOw czarnego bzu iczarnej porzeczki wykazuja wiasciwosci
przeciwzapalne poprzez modulowanie produkgji cytokin i mediatorow prozapalnych,
co moze wplywac na tagodzenie przewlektego stanu zapalnego zwigzanego z otyloscia.

W celu weryfikacji postawionych hipotez badawczych oraz celu gléwnego, ktéorym byta
analiza potencjatu biologicznego ekstraktow z owocoéw czarnego bzu i czarnej porzeczki w
odniesieniu do otylosci i zwigzanych z nig zaburzen metabolicznych Doktorantka zastosowata
uklady do$wiadczalne umozliwiajace ocene aktywnosci biologicznej ekstraktéw z owocoéw
czarnego bzu (Sambucus nigra L.) i czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.) w aspekcie prewencji
i wspierania terapii otylosci i zwiazanych z nia zaburzen metabolicznych.

Dodatkowo przedstawiono 5 celow szczegdtowych, ktore sa spojne z hipotezami i celem

gléwnym pracy.
Materialy i metody badan:

Rozdziat ten jest napisany w sposob czytelny, bardzo dobrze przedstawiajac poszczegolne
etapy przebiegu realizacji pracy, tj. przygotowanie ekstraktéw z owocdw czarnego bzu
i czarnej porzeczki; trawienie ekstraktéw in vitro; transport ekstraktéw przez nabtonek
jelitowy in vitro (badania z wykorzystaniem linii komdérkowych linii komorkowych raka
okreznicy Caco-2), jak réwniez metody oznaczenia zwigzkow fenolowych w badanych
ekstraktach; warunkii przebieg eksperymentow na modelu komdérkowym 3T3-L1; oznaczenia
wlasciwosci przeciwzapalnych z wykorzystaniem hodowli komdérkowych RAW 264.7;
oznaczenie wpltywu ekstraktow na aktywnos¢ enzymdéw trawiennych; Analiza ekspresji
gendw metoda Real-Time PCR oraz analize statystyczna uzyskanych wynikow. Opis
metodyki zajmuje znaczng czes$¢ pracy — 18 stron maszynopisu (10%) i na ogét nie budzi

zastrzezen. Jednak do tej czesci pracy nasuwa sig kilka pytan:

— Przy charakterystyce owocdw dobrze bytoby poda¢, z jakich upraw one pochodzity,
konwengjonalnych, czy ekologicznych, biorac pod uwage potencjalne roznice w
zawartosci zwigzkéw polifenolowych?

— Czy ekstrakty z owocdéw byly badane pod katem zawartosci innych skladnikéw
odzywczych/bioaktywnych?

— Czy badano réwniez wptywu ekstraktu EBD na stan zapalny indukowany w adipocytach
3T3-L1? W metodyce (str. 55) odniesiono sie tylko do ekstraktu BC.

— W metodyce zabraklo mi réwniez informacji odnosnie réznych stezen ekstraktow

wykorzystywanych do poszczegdlnych badan/analiz; informacja taka pojawita sie



dopiero czesciowo w wynikach i w dyskusji. Podanie takiej informacji wczesniej — moze
np. na schemacie — umozliwito by lepsze sledzenie wynikow i ich zrozumienie.

— Proponowalabym réwniez podanie powoddéw wyboru poszczegdlnych hodowli/ linii
komoérkowych wykorzystanych w poszczegolnych badaniach i etapach pracy; Czym
uzasadniony byt taki wybor?

— Czy w przypadku analizy statystycznej byly wykorzystywane dane z 3 niezaleznych
eksperymentow czy rowniez z 3 powtorzen? Ponadto do dalszych analiz statystycznych
proponowalabym zastosowanie analize¢ dwuczynnikowa (dawka, rodzaj ekstraktu).
A moze takie analizy byly wykonane?

— Analizujac przedstawiona praceg, z mojego punktu widzenia, dla lepszej przejrzystosci
przeprowadzonych badan, dobrze byloby przedstawi¢ schemat badan, a takze
uzupelnienie pracy o analizy statystyczne poréwnujace wtasciwosci i dziatanie badanych

ekstraktow z owocow czarnego bzu i czarnej porzeczki (tam gdzie jest to mozliwe).

Reasumujac uwazam, iz zakres zaplanowanych i wykonanych analiz jest bardzo szeroki
i przemyslany, co pozwolifo na zrealizowanie zaréwno postawionego celu pracy jak
i zweryfikowanie hipotez badawczych. Wielos¢ i réznorodnos¢ zastosowanych metod
i procedur badawczych swiadczy o bardzo dobrej znajomosci warsztatu badawczego oraz
dowodzi dobrego przygotowania do prowadzenia badann naukowych a przestawione
uwagi/komentarze maja charakter dyskusyjny.

Na podkreslenie zastuguje rowniez konsekwentna realizacja zaplanowanych badan, co
wymagalo od Doktorantki duzego zaangazowania, dobrej organizacji pracy w laboratorium
i umiejetnosci analitycznych — szeroki zakres analiz. Stad tez nasuwa si¢ pytanie czy
Doktorantka sama zrealizowata wszystkie elementy pracy, analizy chemiczne? Na ile

wchodzito to w zakres projektu Opus 10?
Wyniki:

Rozdziat ten jest najobszerniejsza czescig pracy liczaca 65 stron maszynopisu (35%). Autorka
podzielita ten rozdzial na 2 gléwne podrozdzialy, zwiazane z badaniami dotyczacymi
aktywnosci ekstraktu z owocow czarnego bzu (4.1. - 31 stron) oraz aktywnosci ekstraktu z

czarnej porzeczki (4.2. — 34 strony)

Podrozdziaty tej czesci pracy stanowia logiczna konsekwencje, a ich tresci sa logiczna
konsekwencjg zardwno celéw szczegdtowych pracy jak i postawionych hipotez badawczych.
Opis wynikow koresponduje odpowiednio z danymi zamieszczonymi na wykresach i w
tabelach.

Z obowiazku recenzenta chcialabym jednak zwrdci¢ uwage na kilka kwestii:

1) Wyniki prezentowane sg, zgodnie z zaproponowanym przez Doktorantke schematem ich
omawiania na poszczegdlnych rysunkach w odniesieniu do danego ekstraktu, co
znacznie wydiuza prezentacje wynikow i nie pokazuje zaleznosci oraz wplywu

czynnikdw zwigzanych z rodzajem uzytych ekstraktow.



2) Dlaczego dane dla wspodtczynnikdw przenikalnosci pozornej (Papp) zwiazkéw
antocyjanowych zawartych w trawionych ekstraktach (tabela 9) znalazly sie¢ w dyskusji,
a nie w wynikach?

3) W omdwieniu wynikéw nalezy odnosi¢ si¢ do analizy statystycznej — jesli wyniki nie
roznily sie statystycznie nie piszemy o ,nieznacznie mniejszg” itp., a wartos¢ p-value
nalezatloby podawac zwlaszcza w tabelach (np. tabela 4, 5, 7).

4) Na rysunkach, zwlaszcza 7 i 28 nalezatoby podac wartosci poniewaz trudno jest okresli¢
tu roznice.

5) Czasami zabrakio rowniez komentarzy do prezentowanych wynikéw, np. Rys. 17, 20, 38).

Dyskusja wynikoéw, jako jeden z wazniejszych rozdzialéw dysertacji, polega nie tylko na
porownaniu wynikéw wiasnych z wynikami innych autoréw, ale przede wszystkim na
wskazaniu przyczyn stwierdzonych zaleznosci i zaobserwowanych zjawisk. Doktorantka
dokonata obszernej i udanej proby interpretacji wynikéw badan wtasnych na tle dostepnego

i szeroko przeanalizowanego piSmiennictwa zaréwno krajowego jak i zagranicznego.

Nie bylo to proste zadanie biorac pod uwage ztozonos¢ i wielowatkowos¢ pracy oraz fakt, ze
Autorka starata si¢ wyjasni¢ mechanizm dziatania co stanowi cenng cze¢s¢ tego opracowania.
Przytacza wiele pozyciji literaturowych, prébuje rowniez wyjasni¢ obserwowane zmiany, co
w przypadku analizowania tak zloZonej matrycy nie jest fatwym wyzwaniem. Efektem tego

bylo przedstawienie dyskusji na 32 stronach maszynopisu.

Z obowiazku recenzenta chcialabym jednak zwroci¢ uwage, ze w przedstawionej dyskusji,
skupionej gtéwnie na dziataniu zwigzkéw polifenolowych, zabrakto mi chociazby krétkiego
komentarza, ze efekt ich dziatania, tj. ekstraktow z owocow czarnego bzu i czarnej porzeczki
moze by¢ réwniez efektem obecnosci innych zwigzkéow o dziataniu prozdrowotnym
(bioaktywnym), takich jak witaminy, btonnik pokarmowy i inne. Szkoda réwniez, ze
Doktorantka nie pokusita si¢ 0 podsumowanie swoich wynikdw np. w postaci przedstawienia
mocnych i stabych stron badania co byloby uzasadnione chociazby do faktu, iz w modelu
przewodu pokarmowego zastosowanego w pracy nie uwzgledniono etapu trawienia w jamie

ustnej i w jelicie grubym.

Whioski:

W pracy Doktorantka przedstawita 8 wnioskéw, a wlasciwie 7 dotyczacych najwazniejszych
osiagnie¢ wynikajacych z przeprowadzonych badan - adekwatnych do postawionych hipotez
badawczych i 1 wniosek ogdlny. Swiadcza one o realizacji wyznaczonego przez Autorke celu
badan oraz weryfikacji postawionych hipotez. Proponowatabym jednak zmiane kolejnosci
wniosku 6 i 7 — co byloby zgodne z kolejnoscig hipotez i omawianych wynikow, a w
przypadku wniosku 2 dodanie informadji, ,,...... ale nie katalazy” i ze nie odnotowano takiej

zaleznosci w przypadku ekstraktu z czarnej porzeczki.



Literatura - W pracy wykorzystano 215 pozydiji literaturowych. W wiekszosci sa to oryginalne
prace twércze. Na uwage zastuguje trafny dobér zrédet oraz ich aktualnoéé. Swiadezy to

dobrym rozeznaniu literaturowym Autorki rozprawy.

Jak wspomnialam wczesniej, oceniana dysertacja zostala wykonana starannie i napisana
poprawnie pod wzgledem jezykowym i merytorycznym, niemniej jednak z obowiazku
recenzenta chciatabym zwréci¢c uwage na kilka kwestii, ktére zauwazytam podczas

szczegotowej lektury pracy:
- zta numeracja hipotez —jest ich 7, a nie 8 jak wynika z numeracji - brakuje hipotezy 5.

- w pracy zdarzaja si¢ bledne lub niefortunne sformulowania, np. waga zamiast masa ciata;
ekstrakty ,ingeruja” w przebieg procesu apoptozy — w jaki sposob? Niejednolity sposob
zapisu skrotéw (gléwnie w metodyce) Odsylacz literaturowy (Olejnik, Rychlik i in., zamiast
Olgjnik i in.).

Odnoszac sie do przeprowadzonych przez Doktorantke badan i wynikéw wiasnych, podczas
publicznej obrony pracy doktorskiej prositabym o ustosunkowanie si¢ do ponizszych kwestii:

— Poprosze o wyjasnienie dlaczego zastosowano Oristat, jak referencyjnych inhibitor i jak to
sie. ma do obecnie dostepnych/ stosowanych preparatéw o podobnym dziataniu

farmakologicznym?

— Jakie sa mozliwosci i jednoczesnie ograniczenia wykorzystania uzyskanych wynikow
wlasnych? Czy otrzymane i przebadane w pracy ekstrakty sa wykorzystywane w

przemysle spozywczym/ farmaceutycznym? Jesli tak to w jaki sposob i do czego?

5. Podsumowanie i wniosek koncowy
Podsumowanie

Podsumowujac stwierdzam, ze zaplanowane przez Doktorantke badania zostaty
zrealizowane, a cel pracy zostal osiagniety. Badania dostarczaja wartosciowych informacji
teoretycznych i mozliwosci zastosowan praktycznych. Ten obszar wiedzy nadal wymaga
dalszych wnikliwych badan i poszukiwania zwiazkéw przyczynowo-skutkowych miedzy

skltadnikami diety, naturalnymi surowcami roslinnymi a zdrowiem.

Z powyzszych danych oraz analizy przedtozonej dysertacji wynika, ze mgr inz. Joanna Maria
Zielinska-Wasielica uzyskata efekty ksztatcenia przewidziane wg Polskich Ram Kwalifikacji
dla dsmego (doktoranckiego) poziomu ksztalcenia, tj. posiada umiejetnos¢ opracowania
koncepcji badan, zdolnos¢ do planowania i wykonywania eksperymentéw badawczych,
a takze opracowywania wynikéw i konfrontowania ich z wynikami innych badaczy.
Nalezy zaznaczy¢, ze przedstawione w recenzji uwagi i spostrzezenia maja na celu
doskonalenie warsztatu naukowo-badawczego Autorki oraz moga by¢ wykorzystane przy
przygotowywaniu publikacji naukowych i nie umniejsza wartoSci merytorycznej

recenzowanej pracy.



Wniosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Marii Zieliniskiej-Wasielicy pt.
,,Potencjat biologiczny ekstraktow z owocow czarnego bzu (Sambucus nigra L.) i czarnej porzeczki
(Ribes nigrum L.) w odniesieniu do otytosci i zwigzanych z niq zaburzen metabolicznych - badania in
vitro” zrealizowanej pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Anny Olejnik spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Tekst jedn.: Dz.U. z 2014 r. poz.
1852 z p6zn. zm.).

W zwiazku z powyzszym stawiam wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Joanny Marii Zielinskiej-Wasielicy do dalszych etapoéw

przewodu doktorskiego.

S

Prof. dr hab. Jadwiga Hamutka



