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Liczne badania dowodzg, ze nieprawidlowy sposéb zywienia jest problemem powszechnym.
Skladnikiem obecnym w wielu produktach spoiywczych zard6wno pochodzenia roslinnego, jak i
zwierzgcego jest cholina. - W ostatnich latach pojawilo sie wiele dowodoéw naukowych
potwierdzajacych biologicznie wazne efekty choliny. Cholina jest Zrodlem grup metylowych
wykorzystywanych w wielu 1stotnych procesach metabohcznych zachodzacych w organizmie. Jest ona
potrzebna do syntezy dwoch glownych fosfolipidow nlezbe;dnych do prawidlowego funkcjonowania
blon komoérkowych tj. fosfatydylocholiny i sfingomieliny. Bierze udzial w produkcji waznego
neuroprzekaznika tj. acetylocholiﬁy.' Chcby)linakodgrywa‘ takze wazng rol¢ w modulowaniu ekspresji
genow, transporcie i metabolizmie lipidéw oraz ‘wéfzéshsfm rozwoju mézgu. Uczestniczy w usuwaniu
nadmiaru triacylogliceroli z watroby oraz ma wpiyw na préWidloWe funkcjonowanie uktadu sercowo-
naczyniowego. Cholina moze by¢ syntetyzoWana z s'e,fyny przy udziale kwasu foliowego, witaminy
Bi2 oraz metioniny. Czasami jednak synteza tvavxjno'Ze byc nigwystarczajqca, dlatego cholina uwazana
jest za niezbedny skladnik diety. Jedynag wyzﬁaczonq noi’m?/ha choling jest warto$¢ ustalona na
poziomie wystarczajacego spozycia. Z uwagi na brak danych dotyczacych spoZycia i stanu odzywienia
choling w populacji polskiej w aktualnym wydaniu norm zyw1ema dla populacp Polsk1 pozostawiono
wartosci opracowane przez Instytut Zywnoscei i ZyWIema 4 poprzedmch latach.

Z zwigzku z istotnymi funkcjami biologicznymi pehnonyml w orgamzmie przez choling
podejmuje si¢ badania dotyczace jej interakcji z roznym1 skladnikami Zywnosci. W literaturze znalez¢

mozna nieliczne dane dotyczace tego zagadnienia. Dodatkowo czesto dane te sa niejednoznaczne.



Majge powyzsze na uwadze podjecie przez mgr Eweline Zuk badéﬁ,majqcych na celu ocene
wplywu  izoflawonéw  sojowych spozywanych > dieta na proces endogennej syntezy
fosfatydylocholiny poprzez wplyw na ekspresje;ﬂ genu PEMT, jak réwniez okreslenie zaleznosci
migdzy podazg izoflawon6éw sojowych a wybranymi procesami zwiazanymi z gromadzeniem lipidow
w wytrobie szezuréw zardwno w stanie niedoboru choliny w diecie, jak i prawidlowej JC_] podazy

nalezy uznaé za jak najbardziej uzasadnione.

W ocenie przedtozonej pracy oceniam strong formalng dysertacji, jak rowniez zwracam uwage
na jej warto$¢ merytoryczng tj. zasadnos$é celu pracy oraz jego uzasadnienie, metodologi¢ badan,

umiejetnos¢ interpretacji i dyskusji otrzymanych wynikow, a takze wnioskowania.
Ocena formalna pracy ‘

Formalny uklad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich o charakterZe doswiadczalnym.
Oceniana praca obejmuje. 124 strony maszynopisu i sktada si¢ z 10 rozdzialow oraz streszczenia.
Kolejnos¢ rozdziatéw i podrozdzialéow jest logiczna, _a:-':i‘clh"‘nazewnictwo ‘whasciwe. W pracy

zamieszczono 6 tabel i 29 rycin.

Praca napisana jest tadng polszczyzng i jest,prav;zie wolna od bledow styliétycznych oraz

interpunkcyjnych, co $wiadczy o jej bardzo starannym przygotowaniu.
Ocena poprawnosci sformulowania tytuhu, celu pracy oraz jego uZasadnienia--
Tytul pracy jest sformutowany poprawnie i realizowany w zaplanowanym eksperymencie. |

Rozdzial Przeglad literatury obejmuje 48 stron maszynoﬁisﬁ i ‘sklada'sie;‘ z 4 podrozdziatow.
Autorka przejrzyScie przedstawia w nim podstawy naukowe rozprawy. Doktorantka omawia
charakterystyke choliny, w tym witasciwosci chemiczne, zrodia pokarmowe i jej spozycie, czynniki
wplywajace na zapotrzebowanie choliny oraz funkcje biologiczne i metabolizm. Dalej przedstawia
proces gromadzenia lipidow w watrobie. Doktorantka znaczng uwage poswieca charaktérystyce
fitoestrogenow opisujac ich budowe, funkcje i Zzrédla oraz metabolizm. Caios’é;zamyka’ rozdziat
dotyczacy soi oraz niealkoholowego stluszczenia watroby. Na podkreslenie Zas}ugﬁjé ASZCZegé}OWy
opis poszczegolnych zagadnien. Warto§ciowym elementem przegladu pis’xﬁiennicfwa jieét‘ réWnieZ opis
mechanizm6w dziatania. Pismiennictwo wykorzystane w tym rozdziale jest staramﬁ'é dobrane, z czego

cze$é prac pochodzi z ostatnich 5 lat. -



S

W rozdziale Cel pracy i zakres pracy Doktoianfka postawila trzy hipotezy badawcze. Podaje
réwniez cel gléwny oraz cztery cele szczeg6towe. Cel zostat sprecyzowany w sposéb jasny i klarowny.
Na uznanie zastuguje fakt, ze Doktorantka szczegélowo zdefiniowata problemy badawcze, a nie tylko

lakonicznie okreslita cel pracy.
Ocena metodologii badan

W pierwszym podrozdziale tej czesci pracy Doktorantka przedstawita opis doswiadczenia
zywieniowego (badania in vivo), ocene sdeycia diet oraz skladu ciala. W badaniach wykorzystata
albinotyczne samice szczura szczepu Wistar. Nastepnie Autorka przedstawila procedure pobierania
probek krwi i tkanek oraz opisala ocenq h1stolog1cznq wqtroby, analiz¢ wybranych parametrow
biochemicznych, oznaczenia zawartosci thuszezu w kale, anahzq pozxomu ekspresji gendw, oznaczanie
bialek metoda Western Blot oraz metoda ELISA. Ze szczegolowego opisu wynika, ze w pobranym
materiale biologicznym wykonata za pomocq analizatora Konelab 20i nastepujace oznaczenia: profil
lipidowy, tj. cholesterol calkothy, cholesterol frakcji HDL oraz LDL tnacyloghcerole (TG), glukozg,
enzymy watrobowe. W surowicy oznaczyla st@zeme VLDL metodq ELISA. W pobranych probkach
watroby metodg kolorymetryczng oznaczyla ste;zeme fosfatydylochohny Doktorantka oznaczyta
zawarto$¢ thuszczu w zebranym kale metodq Soxhleta (Soxtec Avanti 2055). W watrobie wykonata
réwniez analize poziomu ekspreéji, généw Pemt, PparY,Srebp-lc, Fasn. Oznaczyta rowniez bialka
PEMT, PPAR y metoda Western Blot oraz SREBPJ i FASmetodq EELISA W ostatnim podrozdziale
Doktorantka przedstawia zastosowane metody statystycznej anahzy Wymkow Metodyka wykonanych
analiz zostata bardzo szczegélowo opisana. W mojej opmn dobor metod byt na ogdl wlasciwy w

stosunku do zatozonego celu, zarGwno w zakresie analiz chenucznych Jak 1 badan in vivo.

W tej czgsci pracy nasuwajg si¢ pewne watpliwosci/spostrzezenia.

- Brakuje wyjasnienia, jak dawki dobrane na podstawie literatury dla‘pop‘ul_a'cji azjatyckiej majq sie do

populacji europejskiej. Autorka jedynie wspomiha o tym w przcgiqdiie liferatqry (str 39).

- Nie jest do konca zrozumiale bilansowanie diety, a mianowicie ‘dlaczego w grupie z deficytem

choliny w diecie zwierzeta otrzymujg wieksza ilogé sacharozy (102 Sg Vs lOOg) (str 53).

- Brakuje w tym rozdziale wyjasnienia, dlaczego w diecie podawano oleJ sloneczmkowy? Czgsciowe
wyjasnienie dotyczace zrodla ttuszezu pojawia sie dopiero w dyskusji (str. 92). Nie Jest jednak prawda,
ze AIN-93M w oryginalnej wersji zawiera olej stonecznikowy. W oryginalnej pracy dotyczacej diety



(Revees i in. 1993) zar6wno w diecie dla zwierzat"roancych (AIN-93G), jék i dorostych (AIN-93M)

Zrodiem thuszezu jest olej sojowy.

« Zastanawiajgce jest zastosowanie diety AIN-93M w zywieniu 8-tygodniowych szczuréw. Czy

rosngee zwierzeta nie powinny otrzymywaé AIN-93G?

= Nie jest jasne, dlaczego Doktorantka zastosowata odstawienie diety na 12h? Najczesciej stosuje sie

4h okres glodzenia zwierzat przed zakonczeniem do$wiadczenia.
- Czy stosujgc analizg statystyczng Doktorantka nie powinna opisa¢ interakcji miedzy grupami?

- Doktorantka powinna rozwazy¢ wykonanie barwienia ORO w celu oceny stluszczenia watroby.

Poniewaz w przewodzie pokarmowym, w wyniku dziélania specyficznych _énZyméw drobnoustrojow
na choling, fosfatydylocholing oraz L-karnityne powétaje‘ tfimetyIOainina (TMA) ktéra jest
przeksztalcana w watrobie do tlenku N-trlmetyloammy (TMAO) przez enzymy z rodziny FMO,
sposrdéd ktdrych najbardziej aktywna jest monooksygenaza flawinowa 3 (FMO3) pojawia sie istotne

pytanie czy nie warto byloby w przyszlosci zbada¢ np. pozwm FMO3 badz sktad mikrobioty?
Ocena prezentacji, interpretacji i dyskusji wynlkow

Pani mgr Ewelina Zuk przedstawila uzyskane wymkl w sposob przejrzysty 1 na ogot wlasciwie
je zinterpretowala. Rezultaty badan zostaly przedstamone w formie ‘wykres6w, w sposob czytelny i
zrozumialy. Warto podkreslié, ze cata analiza uzyskanych rezultatow zostala przeprowadzona bardzo
wnikliwie i starannie.

Pierwsze podrozdzialy tej czgsci pracy przedstawiajg wyniki paryametrc_’)wkogélnoZywieniowych
i wzrostowych. W dalszej kolejnosci Doktorantka opisata Wynikiv dotyczace anaﬁzy skladu ciata
zwierzgt, oceny zmian w watrobie, analizy parametrow biochemicznych i oznaczenia zawartosci
tluszczu w probkach katu oraz analizy poziomu ekspresji genéw. Oceniajac rozdzial ,, Wyniki” nalezy

podkreshc szezegotowy opis uzyskanych rezultatow.

W tym rozdziale rowniez nasuwajg si¢ nastgpujace spostrzezenia oraz uwagi. ,.

- Nic jest zrozumiale, dlaczego Doktorantka opisujgc wyniki I etapu dosmadczema porownuje
wazystkic grupy z etapu 1. Zgodnie ze schematem w I etapie eksperymentu zw1e:rz¢ta zyw10no przez
4 tygodnic tylko dwoma dietami, tj. CD i ChoIDD, a czynniki zywieniowe zgodnie z przedstawmnym

schematem wprowadzone byly po 4 tygodniach zywienia (po I etapie).




- Przeprowadzajac analize histologiczng watroby szczuréw Autdrka dokonata oceny makroskopowe;j,
ktora to nie wykazata wyraznych roéznic. Nie podaje Ona jednak, j'akié parametry brata pod uwage.
Pani mgr Ewelina Zuk nadmienia réwniez, ze przygotowane preparaty pozwolily na ,,poglebione

analizy histologiczne”. Nie jest wyjasnione co oznacza to stvnerdzeme

- Doktorantka w rozdziale ,,Wyniki” powtarza metodykf; badan, co nie jest to konieczne. Wprowadza
to tym samym niepotrzebne zamieszanie. Nie wiadomo bowiem, czy skrawki watroby byly krojone na
5 czy 6 um (Autorka pisze 6 pM). Szkoda, ze Doktqrahtka'_nié pokﬁsila s"i’c; o Wykonanie analizy profilu
kwaséw thuszczowych w watrobie czy barwienia ORO pozwalajacego na ocen?; stopnia stluszczenia

watroby.

- Majac wyniki profilu li}:;idowego warto oblicZyé wskaznik aﬁefogenpoéci (wskaznik miazdzycowy).
Jest to termin stosowany w medycynie, kt(’)ry;sIuZy do okreslenia WZ_ajlemnych stosunkéw pomiedzy

lipidami wystepujgcymi we krwi.

- Doktorantka na Ryc.21 pokazuje zawarté’éé’ thxsZ,czu‘ 'SﬁrdWego V'W'pr'ébkach kalu. Nie jest opisane
ktérych probek to dotyczy. Doktorantka bowiem prowadzita zbiérke katu przez okres 7 dni. Czy
zbierane probki byly usredniane? Czy zvviech;ta by}y w klatkach metaboliczrlyéh?

Kolejny rozdziat Dyskusja obejmujé 14 _strén., Pani mgr Ewelina Zuk w rozdziale tym
wykazala si¢ znajomoscia problematyki i urﬂiéje;thoéciq WYkonjfétania literatury = naukowe;.
Zachowanie kolejno$ci dyskutowania wynikéw zgodnie z sekwencja oplsanq w rozdziale ,,Materiat i

metody” oraz ich opisem w rozdziale Wyniki wpltywa pozytywme na przejrzystosc tej czesel pracy.

W omawianym rozdziale Doktorantka gléwnie porownuje uzyskane riczuftaty z wynikami prac innych
badaczy koncentrujac si¢ jednoczesnie na ocenie przyczyn i meéﬁénizméw st{Vierdzonych zalezno$ci.
O dojrzato$ci naukowej Doktorantki §wiadczy rowniez wskazanie w dyskusji brakujacych zasadnych
cennych analiz. moggcych poszerzyé mozliwosci wnioskowania i planéw analiz w kolejnych

dodwiadezeniach dotyczgeych poruszanej tematyki.

- Autorka w swoich badaniach wykazata brak istotnych réznic w stezeniu fostatydylocholiny
w wilrobic oraz bialka SREBP-1 pomiedzy grupami CD-ISO a CHOLDDJSO; Jaki moze by¢ tu

mechanzan dzadania?

- Wydaje sig, ze lepszym stwierdzeniem bytoby grupa poréwnawcza niz tlo poréwnawcze (str.
92); :



A

- Wyjaénienia dotyczace wyboru modelu zwierzgcego pbWinno si¢ znalez¢ w rozdziale

materialy i metody.
Ocena wnioskowania

Na podstawie otrzymanych wynikéw sformulowano 3 wnioski. Przedstawiajg one
najwazniejsze rezultaty badan w kontekscie zalozonego celu. Stanowig wiec raczej podsumowanie

przeprowadzonych badan.
Ocena wykorzystanej bibliografii

W pracy skorzystano z 207 pozycji literatury. Wiekszo$¢ z nich to oryginalne prace tworcze, a
44 cytowane prace (21%) opublikowano w ostatmch 5 latach. Na uwagg zas}uguje wiec zaréwno trafny

dobér zrédel oraz ich aktualnosé.
Rolg recenzenta jest wskazanie uchybien, ktétych Doktorantka_ si¢ nie ustrzegla w swojej pracy.

- Zar6wno w streszczeniu (str. 9, 10) jakiwteksié rozprawy (str. 34, ‘35 -52 63, 65, 66, 67, 91, 92,
93, 94, 98, 100 itd.) Autorka podaje, ze zwwrzqta spozywa}y karme. W badamach na zwierzgtach
stosuje si¢ raczej okre$lenia dieta, dlatego sugeruje ogramczame sformutowan typu ,.karma”. Réwniez

nalezy stosowa¢ okreslenie ,,zywienie” a nie ,,karmleme” (str. 34, 39, 45, 71, 96, 100).

- Stwierdzenie ,,szlaki zwigzane z uktadem immunologicznym” wymaga przeredagowania, poniewaz
p

nie jest zrozumiale.

- W pracy pojawily si¢ drobne bledy stylistyczne (np. z Wdletq str. 19, oraz w zawartos$¢ str. 50,
dostepnosé choliny i acetylo-CoA wplywa acetylo-CoA na akty‘Wan’é st 22; jest wydalana z z0kcia, z
ktéra poprzez krazenie watrobowo-jelitowe 1 zostaje zawrdcona do Jehta str. 40, wsrdd

poszcezegdlnych populacjach str 41). Dodatkowo formatowanie nie zawsze JCS’( praw1dlowe (np. str.
63). ;

Jednoezesnie stwierdzam, Ze uchybienia te sg niewielkie i nie maja wpltywu na wartos¢ pracy.
Whniosck koncowy

Pr7edstawiona do oceny rozprawa stanowi warto$ciowe opracowanie naukowe, $wiadczace o
dobrym przygotowaniu merytorycznym i warsztatowym Pani mgr Eweliny Zuk. Autorka okreélila
problemy badaweze, sformulowata cel pracy, sprecyzowata metodologie badan. W efekcie uzyskata

wicle wartosciowych wynikéw oraz dokonata prawidtowej ich interpretacii.



Podsumowujgc mojg ocene przedstawionej p’mcy: doktorskiej pragne podkresli¢, ze zardwno
dobdr tematu pracy doktorskiej, jak i jej zakres, cele poznawcze oraz utylitarne sa prawidtowe. Ogélnie
zarysowana teza naukowa pracy jest nowatorska. Uzyty w pracy doktorskiej metodyczny Warsztat
naukowy jest adekwatny i pozwala na prawidtows r_éalizéch‘ postawionych celow badaWCZych.
wzeroki wachlarz analiz zastosowanych w pracy (od biochemicznych, poprzez histologiczne a konczac
na molekularnych) jest zgodny z wyksztalceniem Doktorantki i pokazuje Jej bardzo dobre
przygotowanie do dalszej pracy naukowej. Podkreslié nalezy réwniez potencjalny aspekt aplikacyjny
pracy. Podejmowanie badan majacych na celu okreélenie mééhé;nizinéw molekulamych wzbogaca
istniejgcy stan wiedzy. Tym samym daje réwhiez ‘nadzieje} na :i)rs.iktyczvne“ wykorzystanie tej wiedzy.
Dodatkowo poziom edytorski pracy nalezy oceni¢ jako wysoki. Nieliczne uwagi/spostrzezenia

zawarte w recenzji w zaden spos6b nie umniejszaja wartosci merytorycznej rozprawy.

Z pelnym przekonaniem i w $wietle powstzych 'danych stwierdzam, e recenzowana praca
mgr Pani mgr Eweliny Zuk spelnia warunki okreslone artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 1.

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z,20/:1,8 L. poz '1':668}2, pozn. zm)

Zatem mam zaszczyt przedstawic Wysokiéj Rad;ié Dyséypliny_TééhliOIOgii Zywnosci i
Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu waiosek o dopuszczenie Pani mgr Eweliny
Zuk do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stop'nia,dokto’ra:w dziedzinie Technologii

Zywnosci.
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