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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Zuk
pt.: ,,Ocena wplywu fitoestrogenow sojowych na
regulacje endogennej syntezy choliny i gromadzenia

lipidow w watrobie "'

dziedzina: nauki rolnicze
dyscyplina: technologia Zywnosci 1 Zywienia

promotor: prof. dr hab. n. med. i n. o zdr. Agata Chmurzynska

Recenzje¢ sporzadzono na podstawie:

pisma Przewodniczacej Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnoéci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, dr hab.
Doroty Cais-Sokolinskiej, prof. UPP z dnia 7 pazdziernika 2024 r. w
sprawie wykonania recenzji rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Zuk pt.:
,,Ocena wpltywu fitoestrogenéw sojowych na regulacj¢ endogennej
syntezy choliny i gromadzenia lipidow w watrobie”, wymagan
okre$lonych w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2020 r., poz. 85 z p6zniejszymi
zmianami) oraz rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Zuk i osiagnieé
naukowych Kandydatki przestanych przez Wydziat Nauk 0 Zywnosci i

Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
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Podstawowe informacje o Kandydatce

Pani mgr Ewelina Zuk studia licencjackie (2016 r.) i magisterskie (2018 r.) ukonczyta na
kierunku ,,Dietetyka” na Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu. Od 2018 r. do chwili obecnej jest uczestniczkg Stacjonarnego Studium Doktoranckiego
w dyscyplinie technologia zZywnosci i zZywienia prowadzonego w tej samej jednostce. Pracg
doktorska Kandydatka wykonata w Katedrze Zywienia Czlowieka i Dietetyki Wydzialu Nauk o
Zywnosci i Zywieniu UPP. Rozprawa zostala przygotowana w 2024 roku pod kierunkiem prof. dr
hab. n. med. i n. o zdr. Agaty Chmurzynskiej.

Od grudnia 2020 r. Kandydatka pracuje jako mtodszy specjalista w Zwierzgtarni Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Dorobek naukowy mgr Eweliny Zuk, wpisujacy si¢ w zakres dyscypliny technologia zywnosci
i Zywienia, to 5 artykutdw, w ktorych jest pierwszym (2 artykutly) lub kolejnym (3 artykuty) autorem,
opublikowanych w jezyku angielskim w czasopismach o zasi¢gu migdzynarodowym. Jeden artykut
zostal opublikowany w polskim czasopismie. Kandydatka prezentowala wyniki swoich badan na
o$miu konferencjach naukowych, w tym dwoch zagranicznych: w Dublinie (Irlandia) w 2019 r. i
Timisoara (Rumunia) w 2021 r. Ponadto mgr E. Zuk uczestniczyta w realizacji dwéch projektow
badawczych finansowanych przez NCN, a takze byta kierownikiem projektu finansowanego
rowniez przez NCN w ramach konkursu PRELUDIUM o tytule tozsamym z oceniang rozprawa
doktorskg oraz dwdch projektow badawczych finansowanych w ramach konkurséw wewnetrznych
Wydziatu Nauk o Zywnoéci 1 Zywieniu UPP ,,Mloda Kadra 2019” i ,,Mloda Kadra 2020”.

Oceniajac dotychczasowy dorobek naukowy Kandydatki nalezy stwierdzi¢, ze jest on bardzo
dobry, a merytorycznie wpisuje si¢ w dziedzing nauki rolnicze, dyscypline technologia zywnosci i

zywienia.

Podstawowe informacje o ocenianej rozprawie doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest opracowaniem zwartym, przygotowanym w
formie oprawionego maszynopisu liczacego 124 strony, o klasycznym ukladzie tresci. Calos¢
zostata podzielona na 10 rozdziatow, ktorych kolejnos$¢ i wzajemne proporcje sa wlasciwe dla prac

eksperymentalnych.
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Rozprawa sktada si¢ z nastepujacych rozdziatéw gtownych: 1. ,,Wstep” (nieco ponad 2 strony),
2. ,,Czes¢ literaturowa” (32 strony, co stanowi okoto 34% catosci), 3. ,,Cele i zakres pracy” (nieco
ponad 2 strony), 4. ,,Materiat i metody badan” (prawie 13 stron — okoto 14% catosci), 5. ,,Wyniki”
(26 stron, — ponad 28% catosci), 6. ,,Dyskusja” (nieco ponad 13 stron — okoto 14% catosci), 7.
»Wnioski” (1,5 strony), 8. ,,Pi$miennictwo” liczace 207 pozycji (nieco ponad 15 stron — okoto 16%
catosci), 9. ,,Spis tabel” (1/4 strony), 10. ,,Spis rycin” (nieco ponad 1 strona). Udzial procentowy
poszczegolnych rozdziatow byt liczony w stosunku do wlasciwego tekstu rozprawy, z pominigciem
pierwszych 12 i ostatnich 17 stron, czyli za 100% przyjeto 94 strony tekstu. Rozdziaty 2, 4 1 5
zostaly podzielone na podrozdziaty. W dyskusji rowniez wyrdzniono podrozdziaty, co jednak nie
zostato uwzglednione w spisie tresci.

Rozprawa zawiera rowniez dwustronicowe streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz
stosowanych skrotow utozonych w porzadku alfabetycznym oraz dodatkowe strony ze spisem tresci
I podzigkowaniem dla Pani Promotor.

Materiat ilustracyjny zawarty w rozprawie to 29 rycin, z czego 25 ilustruje uzyskane wyniki,
trzy znajduja si¢ z rozdziale ,,Cz¢$¢ literaturowa”, a jeden w rozdziale ,,Material i metody badan”.
Ponadto w rozprawie umieszczono 6 tabel, w tym cztery w rozdziale ,,Materiat i metody” i dwie w
rozdziale ,,Wyniki”.

Material ilustracyjny przygotowano starannie, natomiast o ile wzajemne proporcje
poszczegdlnych rozdziatow rozprawy nie budza wigkszych zastrzezen, to pod wzgledem
opracowania edytorskiego stwierdzam wiele nieprawidtowosci. Po pierwsze Doktorantka
niepotrzebnie stosuje podwojng ilustracj¢ (wykresy i tabela) dla przedstawienia spozycia karmy, a
po drugie — rycina przedstawiajaca zdjecia mikroskopowe jest mato czytelna. Te uwagi dotycza
rozdziatu nr 5 (,,Wyniki”). Na szczegdlng uwage zastuguje cytowane pismiennictwo. Na 207
pozycji wymienionych w spisie na koncu rozprawy az 99 (czyli 48%) to prace opublikowane ponad
10 lat temu, co budzi obawy co do aktualnego stanu wiedzy bedacego podstawa teoretyczng
ocenianegj rozprawy, a szczeg6lnie dyskusji otrzymanych wynikow. Znaczna cz¢$¢ z tych artykutow
(18, czyli prawie 10%) byta opublikowana kilkadziesiat lat temu, co w zakresie poruszanych w
niniejszej rozprawie probleméw naukowych stanowi¢ moze wiedze nieaktualng. Do tego aspektu

odniose si¢ bardziej szczegdtowo w dalszej czesci recenzji.
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Ocena celu badan i zastosowanych metod badawczych

Glownym celem ocenianej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie wplywu spozycia
izoflawondéw sojowych na endogenng syntez¢ jednej z form choliny (fosfatydylocholiny) i
magazynowanie lipidow w hepatocytach w warunkach niedoboru choliny w organizmie. Badania
wykonano in vivo na modelu zwierzecym (szczur wedrowny). Co istotne i godne pochwaty hipotezy
badawcze sformutowane przez Kandydatke dotyczyly podtoza molekularnego estrogenozaleznych
szlakow metabolicznych zwigzanych z przemianami lipidowymi w watrobie, w tym zmian
spowodowanych przez rézne spozycie genisteiny i daidzeiny w ekspresji genéw oraz kodowanych
przez nie biatek. Zweryfikowaniu hipotez badawczych stuzyly cztery cele szczegoétowe, co do
ktérych trafno$ci nie mam zastrzezen.

Materiat biologiczny, na ktorym wykonano wszystkie oznaczenia, pochodzit z dwuetapowego
doswiadczenia (zywienie 4 i 8 tygodni) wykonanego na dorostych samcach niekrewniaczego stada
szczuréw Wistar. W zwigzku z tym doswiadczeniem mam kilka pytan do Kandydatki.

Po pierwsze dlaczego zdecydowano si¢ na szczury stada Wistar (to, ze byly to zwierzeta
outbred to oczywiste!), a nie innego stada np. Sprague Dawley czy Fischer 344, znacznie czgsciej
stosowanych w badaniach zywieniowych i po drugie, co jest bardzo istotne — dlaczego tylko na
samcach, a nie zwierzetach obu pici? Przeciez niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby
(NAFLD), czyli przewlekle, wieloaspektowe 1 ztozone schorzenie uktadowe, wykazuje wyrazne
roznice w czgstosci wystgpowania 1 nasileniu w zaleznos$ci od ptci (dymorfizm plciowy), a wiedza
dotyczaca rdznic ptciowych u oséb dorostych z NAFLD jest ograniczona. R6znice zwigzane z plciag
majg rdézne przyczyny, w tym genetyczne, ale w istotnym stopniu sg spowodowane zmianami w
stezeniu 1 wzajemnym stosunku migdzy estrogenami a androgenami. Tym bardziej zasadne byloby
wykonanie badan, ktorych wyniki stanowig podstawe ocenianej rozprawy, zarowno na samcach, jak
I samicach. Szczegolnie biorac pod uwage fakt, ze eksperymentalny (zywieniowy) czynnik
hipotetycznie majacy ogranicza¢ zmiany w metabolizmie 1 magazynowaniu lipidow w watrobie
sprzyjajace rozwojowi NAFLD, to byly zwigzki pochodzenia roslinnego o bardzo silnym dziataniu,
analogicznym do dziatania estrogenow. A wigc wykonanie tych badan réwniez na samicach wydaje
si¢ niezbedne. Trzeba dodaé, ze kolejne ewentualne doswiadczenie, ktore powinno by¢ wykonane
zardbwno na samicach, jak i samcach, bedzie wymagato zbgdnego poswigcenia kilkudziesigciu
dodatkowych zwierzat, a wiec bedzie sprzeczne z zapisami Ustawy i zasadg 3R (Replacement,

Reduction, Refinement).
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Bardziej szczegdétowo odnios¢ si¢ do tych zagadnien w kolejnym podrozdziale recenzji
polemizujac rowniez ze stwierdzeniami Doktorantki zamieszczonymi W dyskusji na stronie 92
rozprawy.

Z obowigzku recenzenta dodam, ze w opisie doswiadczenia zabrakto: (1) podania symbolu
okreslajacego szczury, na ktorych wykonano badanie, (2) postaci, W jakiej byta podawana
zwierzetom karma, (3) opisania, w jaki sposob prowadzono kontrolg spozycia karmy poniewaz opis
na stronie 55 i 65 rozprawy niczego nie wyjasnia, (4) podania czy przy pobieraniu materiatu
biologicznego respektowano rytmy biologiczne, (5) przedstawienia schematu doswiadczenia w
jezyku polskim, w ktorym jest napisana rozprawa. Ponadto na schemacie podano, ze byty to szczury
szczepu Wistar, a w opisie do§wiadczenia, ze byly to szczury stada Wistar. Ktore okreslenie (a nie
jest wszystko jedno, ktore si¢ zastosuje) odpowiada rzeczywistos$ci? Prosz¢ o ustosunkowanie si¢
do tych pytan, jak rowniez o podanie, czym rdézni si¢ W przypadku gryzoni laboratoryjnych szczep
od stada.

Weryfikacji hipotez badawczych dokonano na podstawie wybranych parametrow
analizowanych w surowicy krwi (stezenie glukozy, peilny lipidogram oraz transaminazy
watrobowe), watrobie (analiza histologiczna, ekspresja wybranych genow i kodowanych przez nie
biatek) oraz w kale (zawarto$¢ thuszczu), pochodzacych od zwierzat do§wiadczalnych.

Oznaczane w materiale biologicznym parametry zostaty dobrane trafnie, a zastosowane metody
analityczne sa prawidlowe. Za bardzo interesujgce uwazam przezyciowe pomiary sktadu ciata

SZCZUrow.

Ocena wartosci merytorycznej rozprawy

Przestanke naukowg podjecia badan bedacych podstawa ocenianej rozprawy doktorskiej byty
dwa zjawiska, dotyczace znacznej wigkszosci populacji globalnej, a mianowicie z jednej strony
narastajagca zachorowalno$s¢ na niealkoholowa sttuszczeniowa chorobe watroby (NAFLD)
spowodowana migdzy innymi deficytem pokarmowej podazy choliny, a z drugiej — wzrastajaca
popularnos$¢ diet wegetarianskich czy weganskich wybieranych jako prozdrowotne, a co za tym
idzie wzrastajace spozycie produktow sojowych bogatych w biologicznie czynne zwiazki
pochodzenia roslinnego. Doktorantka stusznie zatozyta, ze warto sprawdzi¢ eksperymentalnie, jak
mozna wprowadzajgc modyfikacje zywieniowe zwiekszy¢ endogenng synteze fosfatydylocholiny,

a tym samym zatrzyma¢ badz zmniejszy¢ nadmierne gromadzenie lipidow w postaci



1816
L

& 9

SZKOLA GEOWNA \._2' & ‘&:}
GOSPODARSTWA ;-*-;
WIEJSKIEGO :'.!.o “.‘:

QSGG‘N&

triacylogliceroli w komorkach watroby, prowadzace w konsekwencji do rozwoju NAFLD. Jako
sktadnik odzywczy potencjalnie mogacy wptyna¢ na syntez¢ fosfatydylocholiny przez hepatocyty
mgr Ewelina Zuk uznata wybrane izoflawony sojowe (genisteina, daidzeina, ekstrakt zawierajacy
rozne izoflawony), ktore ze wzgledu na silne dziatanie estrogenopodobne moga mie¢ zasadniczy
wptyw na szlaki metaboliczne lipidow, w ktorych cholina odgrywa zasadnicza role.

Ideg¢ badania uwazam za nowatorskg, o znacznym potencjale utylitarnym. Mam jednak bardzo
istotne zastrzezenia merytoryczne do zawartych w rozprawie tresci. Jest dostepnych w literaturze
$wiatowej wiele artykutow z ostatnich lat (2017 — 2023) zawierajacych wyniki zarowno badan
klinicznych, jak eksperymentéw na modelach zwierzecych, w ktorych przedstawiono znaczenie
hormonéw plciowych, szczeg6lnie estrogendw, w etiologii sthuszczenia watroby i molekularnych
mechanizmow tego dziatania. Tymczasem wiele cytowanych przez Doktorantke artykutow byto
opublikowanych kilkanascie, a nawet kilkadziesigt lat temu. To budzi uzasadnione obawy co do
aktualnego stanu wiedzy (state of art) przedstawionego w rozdziale rozprawy zatytutowanym
,Czes¢ literaturowa”.

W tym rozdziale rozprawy Doktorantka opisuje szczegotowo whasciwosci chemiczne, zrodta
pokarmowe, funkcje biologiczne, metabolizm i endogenng synteze choliny. Tu nie mozna mie¢
zastrzezen do cytowania nawet do$¢ dawno opublikowanych artykutéw, bo mgr Ewelina Zuk
przyjeta konwencje rysu historycznego poczynajac od potowy XIX wieku. Gorzej jest w kolejnych
podrozdziatach przegladu piSmiennictwa, poswieconych niealkoholowej stluszczeniowej chorobie
watroby oraz charakterystyce fitoestrogenow. W czes$ci dotyczacej NAFLD, a szczegdlnie
mechanizmow sygnalizacji komérkowej, cytowane sg artykuty sprzed kilkunastu lat (str. 31, 34,
35). To budzi moj sprzeciw, bo przez te kilkanascie lat mozliwosci techniczne badan catkowicie
zmienity si¢, a tym samym wiedza dotyczaca opisywanych zjawisk moze by¢ juz inna. Tym
bardziej, ze sporo jest artykuldw na ten temat opublikowanych stosunkowo niedawno. Podobnie
jest w przypadku powotywania si¢ na badania innych autorow, dotyczace metabolizmu i aktywno$ci
estrogenowej izoflawonow sojowych (str. 40,41,43).

Nie zgadzam si¢ takze ze stwierdzeniem kilkakrotnie podawanym przez Doktorantke, ze (cyt.):
»izoflawony sojowe wykazujg strukturalne podobienstwo do estrogendw, ..... bowiem ich struktura
chemiczna jest zblizona do wystgpujacego w organizmie cztowieka 17-B-estradiolu™ (str.

odpowiednio 49, 35). To jest stwierdzenie nieprawdziwe, bo izoflawony maja zupelnie inng
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strukture czasteczki, migdzy innymi dlatego okreslane sg jako zwigzki niesteroidowe. Prawdg jest
natomiast to, ze zwigzki te majg dziatanie estrogenopodobne.

Podobne zastrzezenia dotycza dyskusji otrzymanych wynikow. W tej czgdci rozprawy
Doktorantka ciekawie polemizujgc z wlasnymi wynikami positkujac si¢ jednak wielokrotnie
artykutami opublikowanymi nie tylko kilkanascie, ale nawet kilkadziesiat lat temu. I nie jest to w
konwencji rysu historycznego, a dotyczy ekspresji gendw w watrobie bedacej skutkiem rdznej
zawartosci choliny w pokarmie i dodatku do niego réznych izoflawonow (str. 100, 102, 103).

Bioragc pod uwage rozdzial rozprawy ,,.Dyskusja” chce ponownie nawigza¢ do istotnej roli
steroidow ptciowych w etiologii NAFLD. Jest wiele opublikowanych w ostatnich latach dowodow
naukowych, swiadczacych o istotnej roli tych hormonéw w rozwoju stluszczenia watroby. Wzrost
stezenia testosteronu w surowicy Krwi u kobiet zwigksza ryzyko NAFLD, podobnie jak obnizenie
stezenia tego hormonu u mezczyzn. Z kolei estrogeny, zmniejszajac synteze triacylogliceroli 1
zwigkszajac utlenianie wolnych kwasow tluszczowych w watrobie, maja dziatanie korzystne,
redukujac ryzyko pojawienia si¢ patologicznych zmian morfologicznych w komorkach tego
narzadu. Faktem jest, Ze m¢zczyzni sg bardziej podatni na NAFLD przy niskim spozyciu choliny,
poniewaz ekspresja genu PEMT jest indukowana przez estrogeny, co skutkuje zwigkszeniem
syntezy fosfatydylocholiny zachodzacej za posrednictwem bialka metylotransferazy
fosfatydyloetanoloaminy (PEMT) w znacznie wigkszym stopniu u kobiet niz u me¢zczyzn. Biorac
to pod uwage tym bardziej nalezalo wykona¢ eksperyment réwniez na samicach szczurdéw, u
ktorych uzyskane wyniki moglyby okaza¢ si¢ bardziej obiecujace.

Nie przekonuje mnie argument, dotyczacy wyboru plci zwierzat eksperymentalnych
zamieszczony w dyskusji (str. 92). Cytuje¢: ,,Doniesienia literaturowe mowig o tym, ze samce sg
bardziej podatne na negatywne skutki diety deficytowej w choling niz samice”. Jako zrodlo
literaturowe Pani Ewelina Zuk podaje artykut przegladowy opublikowany w 2024 r. autorstwa
Obeid 1 wspdtautorow. Otoéz w tym artykule jedyna wzmianka dotyczaca obserwacji, ze samce sa
bardziej niz samice podatne na negatywne skutki diety ubogiej w choling pochodzi z artykutu
autorstwa Griffith opublikowanego w Journal of Nutrition w 1940 roku!!!

Natomiast artykut przegladowy, o ktorym powyzej mowa (Obied et al., 2024) dotyczy wptywu
spozycia choliny przez ci¢zarne kobiety lub samice zwierzat modelowych na funkcje watroby u
ptodéw i noworodkow. Poza tg jedng publikacja z 1940 r. nie ma w tym artykule zadnej wzmianki

o innej reakcji u samcow.
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Kolejny argument przytoczony w tym samym akapicie ,,Dyskusji”, a dotyczacy wyboru
samcow szczurOw jako modelu eksperymentalnego w aspekcie dziatania fitoestrogenéw na
receptory estrogenowe, rowniez nie jest przekonywujacy. Wrecz przeciwnie — sugeruje wykonanie
badan na obu pitciach.

Jak wynika z lektury kolejnego rozdziatu rozprawy ,,Wnioski”, uzyskane wyniki nie pozwolity
na pozytywne zweryfikowanie hipotez badawczych, co uwazam za bardzo istotne i doceniam takie
krytyczne podejscie Doktorantki do wlasnych wynikow. Moje zastrzezenia budzi natomiast forma,
w jakiej wnioski zostaty napisane. Sg to raczej obserwacje wynikajace z przeprowadzonych badan
niz sformutowane prawidtowo wnioski. W zwiazku z tym ten rozdziat rozprawy powinien by¢
zatytulowany ,,Spostrzezenia i wnioski”, a akapit podsumowujacy (str. 106) powinien by¢ moim
zdaniem przeredagowany, a by¢ moze przedstawiony jako kolejny punkt. Szczegdlnie, ze ostatnie
zdanie tego akapitu dotyczace potencjalnych mechanizmow kompensacyjnych sa prawdopodobnie
zalezne od plci.

Z obowigzku recenzenta musze jeszcze wspomnie¢ kilka okreslen powtarzajacych sie
wielokrotnie w rozprawie, ktore sg stosowane nieprawidtowo:

- synteza (jakiegos zwigzku), a nie produkcja. Organizm to nie zaktad przemystowy;
metabolizm watroby a nie praca watroby;

nie pozytywny wptyw tylko korzystny wplyw;

nie stgzenie transaminaz watrobowych tylko ich aktywno$¢ (w opisie wynikow);

nie tkanki tylko narzady, ktore sa zbudowane z tkanek.

Ocena koncowa

Pomimo wielu niedociggnie¢ i bledéw oceniana rozprawa doktorska mgr Eweliny Zuk ma
istotne walory poznawcze, a szeroki zakres zastosowanych metod analitycznych oraz wykonanie
duzego doswiadczenia in vivo na zwierzgtach modelowych (chociaz szkoda, ze tylko na jednej ptci)
powoduja, Ze opracowanie to stanowi oryginalny wktad do wiedzy w dziedzinie nauk rolniczych,
dyscyplinie technologia zywnosci i Zzywienia. 1stotnym walorem ocenianej rozprawy doktorskiej jest

taczenie aspektow naukowych z praktycznymi.
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Doktorantka wykazata si¢ dobrg znajomoscig tematyki badanych
zagadnien, opanowaniem réznych technik analitycznych i umiejetnos$cia
krytycznej oceny uzyskanych wynikow. Udowodnita, ze potrafi
poprawnie formutowa¢ hipotezy badawcze 1 prawidlowo je

weryfikowac.

Konkluzja

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr Eweliny Zuk pt.: ,,Ocena
wphywu  fitoestrogenow sojowych na regulacje endogennej syntezy
choliny i gromadzenia lipidow w waqtrobie" spetnia warunki rozprawy
doktorskiej, okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2020 r., poz. 85 z
pézniejszymi zmianami), o czym $wiadczy oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Wobec powyzszego stawiam wniosek do Rady
Naukowej Dyscypliny technologia zywnosci i Zywienia Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie jej Autorki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Joanna Gromadzka-Ostrowska



