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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr Angeliki Manterys pt.: ,,Ocena przeciwmiazdzycowego
dzialania witaminy K podawanej w formie syntetycznej oraz produktu
zywnosciowego natto u myszy ApoE/LDLR” wykonanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Renaty Kostogrys jako promotora i dr inz. Magdaleny
Franczyk-Zaréw jako promotora pomocniczego

Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Podstawa formalno-prawng opracowania niniejszej recenzji bylo pismo Dzieckan Wydziatu
Technologii Zywnoéci Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koltgtaja w Krakowie dr hab. inz.
Agnieszke Filipiak-Florkiewicz, prof. UR z dnia 04.06.2019 roku. Przedmiotem recenzji jest
ocena czy rozprawa spetnia warunki ustawowe okreslone w art. 31 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z
2014 r. poz. 1852 z p6zn. zm.) oraz w Rozporzagdzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z
dnia 30 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdlowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci
w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu
profesora (Dz. U. z 2018 r. poz. 261).

Recenzja zawiera szczegblowo uzasadniong oceng spetnienia przez rozprawe doktorska
warunkéw okreslonych w art. 13 ust. 1 ustawy, w szczegdlnosci czy stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogélng wiedze teoretyczng Kandydatki w

dyscyplinie naukowej technologia zywnosci i Zywienia.



Ocena wyboru tematyki rozprawy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska oparta jest na wynikach badan wykonanych w
Katedrze Zywienia Czlowicka Wydzialu Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego im. H.
Koltataja w Krakowie. Byly to badania in vivo wykonane na podwdjnie znokautowanym szczepie
myszy ApoE/LDLR™, ktére sg jednym z najlepszych modeli stosowanych do badan nad etiologia
miazdzycy. Doktorantka podjela sie ambitnych badan majgcych na celu okreslenie wplywu
roznych izoform menachinonu, inacze] nazywanych witaming K, pochodzenia zardéwno
syntetycznego, jak i stanowigcego integralny sktadnik produktu zywno$ciowego, na tworzenie i
strukture blaszki miazdzycowej.

Ze wzgledu na fakt, ze miazdzyca jest najczestszg przyczyng powstawania schorzen uktadu
krgzenia i najwiekszym ,,zabojcg” spoteczenstw krajow Europy i obu Ameryk, poszukuje si¢
skutecznych, mozliwie malo inwazyjnych metod zapobiegania jej rozwojowi miazdzycy. W tym
kontekscie podjecie przez Doktorantke badan, ktorych wyniki sa przedstawione w niniejszej
rozprawie uwazam za wyjatkowo trafne i w pelni uzasadnione. Za szczegdlnie cenne uwazam
badanie wplywu zawartych w produktach zywnosciowych roznych form menachinonu na

zahamowanie rozwoju blaszki miazdzycowe;.

Ocena ogolna i formalna rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Angeliki Manterys jest tradycyjnym, ale akceptowalnym przez
znowelizowang Ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowych oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki, opracowaniem w postaci zwartego dzieta o klasycznym ukladzie tresci. Catosé
rozprawy to 165 stron tekstu wraz z rycinami i tabelami, drukowanych jednostronnie. Rozprawa
podzielona zostata na kilka czgéci (rozdzialow), w tym: ,,1. Wstep” (1,5 strony), ,,2. Przeglad
literatury” zawierajgcy opis aktualnego stanu wiedzy dotyczacej prowadzonych badan (22 strony),
,»3. Cel pracy” (1 strona), ,,4. Materialy i metody” (24 strony), ,,5. Wyniki” (34 strony), ,,6.
Dyskusja” (33 strony), ,,7. Wnioski” (1 strona i kilka wierszy), ,,8. Streszczenie” w jezyku polskim
(niecale 2 strony), ,,9. Abstract” w jezyku angielskim (1,5 strony), ,,10. Spis rycin” (3,5 strony),
»11. Spis tabel” (1 strona i kilkanascie wierszy) oraz ,,12. Wykaz literatury” (371 pozycji, 22
strony). Rozdzialy 2, 4, 5 1 6 podzielono na podrozdziaty co sprawia, ze tekst nabiera przejrzystosci
i fatwo sie go czyta. Zasadniczg czg¢$é rozprawy poprzedza wykaz stosowanych skrotow.

Bardzo pozytywnie odbieram strone edytorskg rozprawy. Jest ona napisana bardzo dobrze,
fadng polszczyzna oraz, co bardzo ceni¢ — wlasciwie pozbawiona bledoéw literowych i
interpunkcyjnych. Swiadezy to o starannym przygotowaniu tekstu do druku, jak tez o szacunku
dla czytelnika. Mocng strong rozprawy jest takze bogaty material ilustracyjny, ktéry stanowi 42
ryciny (w tym 38 rycin to ilustracje wynikow badan wiasnych Doktorantki) oraz 18 tabel ( w tym
17 tabel zawiera wyniki badan wlasnych). Na uwage zashugujg bardzo dobre technicznie zdjecia

preparatow histologicznych
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ona wymogi stawiane tego rodzaju opracowaniom, a edytorko jest to rozprawa bardzo dobrze

przygotowana.

Ocena merytoryczna rozprawy
Do trafnosci wyboru tematyki rozprawy odniostam si¢ juz powyzej. Opisany we

Przegladzie literatury aktualny stan wiedzy dotyczy etiologii i epidemiologii miazdzycy, a takze

modyfikowalnych i niemodyfikowalnych czynnikéw ryzyka tych zmian w naczyniach tetniczych.
Za szczeg6lnie istotny uwazam fragment, w ktérym Doktorantka opisuje zmiany kalcyfikacyjne
w $cianie naczyn tetniczych. Bardzo obszernie opisane sg tez funkcje i metabolizm oraz zrédia i
pelnione w organizmie funkcje r6znych zwiazkow okreslanych wspolng nazwa ,,witamina K”.
Szczegblnie duzo uwagi (i slusznie) poswigcita Autorka rozprawy formie diugotancuchowego
menachinonu-7. Co szczegdlnie istotne Doktorantka zwraca uwagg na znaczenie w metabolizmie,
a zwlaszcza w transporcie tego zwigzku, apolipoproteiny E i jej polimorfizmom, co moze mie¢
bezposrednie przetozenie na dziedziczne sklonnoéci do pojawiania si¢ zmian miazdzycowych w
tetnicach. Sporo uwagi po$wieca tez Autorka ogolnej charakterystyce i wlasciwosciom
specyficznego produktu spozywcezego, jakim jest soja fermentowana natfo.

Calo$é tego wstepu teoretycznego do badan prowadzonych przez Autorke rozprawy
uwazam za wyczerpujacy, a edytorsko prawidtowo skonstruowany, ale mam tez uwagi krytyczne.
Nie podoba mi si¢ okreslenie stosowane przez Doktorantke stanowigce pewien rodzaj ,.kalki” z
jezyka angielskiego. Chodzi mianowicie o przymiotniki okreslajace korelacje w kontekdcie
wzajemnych zalezno$ci pomiedzy cechami czy parametrami (zaznaczam, ze nie mam tu na mysli
zaleznodei statystycznych). Doktorantka uzywa okredlenia ,,negatywne” lub ,pozytywne”,
podczas gdy kontekst zdania (np. str. 33 czy str. 102) narzuca raczej okre$lenie ,,korzystne” badz
,.niekorzystne”. Ponadto szkoda, ze Autorka rozprawy troche ,,przeslizgneta si¢” po zagadnieniu
fitoestrogenow zawartych w natto i ich wplywowi na organizm konsumenta. Jest to bardzo istotny
aspekt jezeli chodzi o ten produkt i oczekujg rozszerzenia tego tematu na obronie.

Powyzsze uwagi krytyczne nie umniejszaja wartosci merytorycznej tej czesci rozprawy,
ktérg jako recenzent oceniam wysoko.

Cel badan i hipoteza badawcza zostaly sformulowane jasno, ale tez mam pewng uwage

merytoryczna. W celu prowadzonych badan Autorka podaje, ze oceniano migdzy innymi ,,procesy
antyoksydacyjne”. Nie zgadzam si¢ z tym twierdzeniem, bowiem oceniany byt tylko jeden, bardzo
ogdlny parametr czyli potencjal antyoksydacyjny osocza krwi i homogenatu watroby. Tu kolejna
uwaga, podana troche przedwczesnie, bo dotyczy stosowanych metod i opisu uzyskanych
wynikéw. Chodzi mianowicie o okreslenie stosowane przez Doktorantke ,.tkanki watroby™ czy
tkanki watrobowe”. Nie ma takich tkanek !!! Oznaczenia byly wykonywane w homogenacie
watroby, a wice stezenia roznych zwigzkow tez dotyczyly homogenatu watroby. To tez jest aspekt

merytoryczny.



tego rozdzialu mam jednak stosunkowo duzo uwag. Zapewne w wielu przypadkach sg one
polemiczne, jednak prosze o ustosunkowanie si¢ do nich.

Badania, na podstawie ktorych oparta oceniana dezertacja, byly wykonane w trzech
eksperymentach in vivo. Modelem doswiadczalnym we wszystkich tych do$wiadczeniach byty
genetycznie modyfikowane myszy ApoE/LDLR™ z nokautem receptora LDL i apolipoproteiny E,
dzieki czemu zwierzeta te spontanicznie rozwijaja zmiany miazdzycowe w naczyniach (blaszke
miazdzycowa) i hiperlipidemi¢. Eksperymenty byly wykonane na zwierzetach dorostych w wieku
16-24 tygodnie (do$wiadczenie I) oraz zwierzetach mlodocianych w wieku 8-16 tygodni
(doswiadczenie I1 1 IIT). Wybor szezepu i wieku myszy nie budzi zastrzezen poniewaz jest to model
uznany i powszechnie stosowany do badan proceséw aterogennych i wplywem na nie réznych
czynnikoéw, m.in. zywieniowych. Nalezy dodaé, Ze o przydatnosci tego modelu decyduje przede
wszystkim podobienstwo w strukturze blaszki miazdzycowej do tej stwierdzanej u ludzi. Myszy
tego szczepu w wieku 24, miesiecy majg juz zaawansowane stadium blaszki miazdzycowej, a wiec
rowniez z tego wzgledu wybrany wiek zwierzat ma swoje uzasadnienie. Nie zgadzam sie
natomiast z twierdzeniem Doktorantki, ze etiologia tych zmian u wspomnianych myszy i ludzi jest
podobna (str. 35). Podwojnie znokautowane myszy ApoE/LDLR” na skutek tej modyfikacji
genetycznej spontanicznie wytwarzajg okreslone zmiany w naczyniach, natomiast u ludzi
komponenta genetyczna to stosunkowo niewielki procent niemodyfikowalnych czynnikow
skutkujgcych procesem aterogennym. W wigkszosci przypadkow jest wplyw roznych czynnikéw,
w tym modyfikowalnych, wéréd ktérych prym wioda te zwigzane z nieprawidtowym stylem zycia.

Jeszcze jeden aspekt zwigzany z zastosowanym modelem do$wiadezalnym budzi moje
zdziwienie i o wytlumaczenie tego faktu prosze na obronie. Dlaczego do badan uzyto samice? Czy
i jak synchronizowane ich cykle estralne? Czy w ogole ,,przejmowano sie¢” cyklami estralnymi,
zwigzang z nimi gra hormonalng i wplywem estrogenow na naczynia?

Kolejne moje pytanie dotyczy liczebnosci grup w poszezegolnych doswiadczeniach.
Dlaczego w doswiadczeniu I grupa kontrolna liczy wiecej myszy? Podobnie w do$wiadczeniu 1I.
Proszg o wyjasnienie tego faktu.

Sam uktad doswiadczenia, schematycznie przedstawiony na rysunku nie budzi
watpliwosci, niepokdj budzi natomiast opis warunkéw w jakich byly trzymane zwierzeta. To byly
doswiadczenia zywieniowe, o czym Autorka sama pisze na str. 36 i 37 rozprawy. Dlaczego wiec
w trakcie doswiadczen nie kontrolowano spozycia? Jak bez oszacowania ile naprawde zwierzeta
skonsumowaly mozna méwi¢ o pobraniu czynnika majgcego potencjalnie wplyw na proces
aterogenezy, czyli witaminy K2? Czy w tym pobieraniu i przyswajaniu pokarmu nie przeszkadzaty
wzbogacenia Srodowiska i wiorki? Jakie to bylo wzbogacenie? Czy to nie moglo mie¢ wplywu na
koncowe wyniki? Prosz¢ o wyjasnienie tej kwestii, tylko prosz¢ nie uzywac jako argumentu

stanowiska lokalnej komisji etyczne;j.
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opisana, chociaz tez mam tu uwagi krytyczne dotyczace przede wszystkim pobierania materiatu
biologicznego (str. 49): (1) dlaczego heparyne podawano dootrzewnowo (w ciggu 10 minut dwa
zastrzyki dootrzewnowe!!) a nie uzywano proboéwek optaszczonych EDTA czy wlasnie heparyng?
(2) jaki byt powod pobierania krwi rowniez z zyly nerkowej? Krew pobierana z prawej komory
serca (to bylo tez wykonane) jest krwig obwodows, a wi¢c najlepszg do oznaczen na obwodzie.
I jeszcze jedno pytanie dotyczgce juz metod analitycznych: dlaczego stezenie glukozy we krwi,
nie przezyciowe tylko w fazie terminalnej doswiadczenia oznaczano przy pomocy paskow do
glukometru? To nie jest pomiar dokfadny i raczej nie powinno si¢ go stosowaé w oznaczeniach
tego rodzaju. Jeszcze jedno: dlaczego nie wykonano oznaczenia jakiego§ markeru stanu
zapalnego, jak chocby stezenia biatka C-reaktywnego. Przeciez proces aterogenezy to réwniez
stan zapalny.

Trzeba jednak stwierdzi¢, ze Doktorantka bardzo napracowata si¢ w trakcie wykonywania
tych trzech do$wiadczen poczgwszy od przygotowania natfo zastosowanego jako dodatku do
paszy zwierzgt, szczegolowej charakterystyki skladu tego preparatu i dalej wykonania
do$wiadczen i pobrania materialu  biologicznego i jego  chromatograficznych,
spektrofotometrycznych i histologicznych oznaczen.

Opis uzyskanych wynikow jest standardowy, bogato ilustrowany wykresami i tabelami, a

takze, co uwazam za bardzo cenne, zdjeciami preparatow histologicznych obrazujacych powstale
zmiany w naczyniach. To sg mocne strony rozdzialu ,,Wyniki”, natomiast do stabych stron (to
delikatnie powiedziane !!!) zaliczam nieprawidlowe opisy analizy statystycznej. Nie mozna
twierdzi¢, ze co$ sie zmienilo (np. na str. 75 i kolejnych), podczas gdy te zmiany nie byty istotne.
Liczne stwierdzenia Autorki rozprawy to: ,.bylo nieznacznie wyzsze” lub ,bylo nieznacznie
nizsze” przy braku istotno$ci statystycznej. Na innej stronie (str. 92) ,,nieistotnie mniejsze”, ,,.byl
nieznacznie mniejszy”. Tu mozliwy byt tylko wybor zero jedynkowy — albo zmiany byly istotne,
czyli zmiany byly, albo nie byly istotne, a wige tych zmian nie bylo. W tych przypadkach nie
mozna nawet mowié o tendencji, bo Autorka rozprawy podaje wartosci p, ktore o zgrozo wynosza
p=0,09 lub p=0,08.To wszystko sg stwierdzenia nieprawdziwe, tworzone na okolicznos¢ ,,aby cos
napisaé”. Nalezalo napisac ,,nagg prawdg” czyli poda¢ fakt, ze takowych zmian nie stwierdzono.
Takie same bledy pojawiajg sie w dyskusiji, np. zmiany niewielkie, ale nie istotne. A wigc
ich po prostu nie ma. Na stronie 96 pojawia si¢ informacja, ze ,,obserwowany efekt nie byl zalezny
od spozycia diety”. Przeciez nie badano spozycia, a przyrosty masy ciala nie rownaja si¢ spozyciu,
jak wiec mozna przedstawiaé takie argumenty. Fragment poswigcony interpretacji wynikow
pomiaru stezenia glukozy powinien by¢ wzbogacony o dyskusje dotyczacg insulinoopornosei.
Nalezy jednak stwierdzié, ze ta czgs¢ rozprawy (Dyskusja) nalezy do jej mocnych stron.
Jest poprowadzona logicznie, w sposéb dojrzaly zacierajac poprzednie nie do konca pozytywne
wrazenia. Ta czes¢ rozprawy jest napisana ciekawie, a to w jaki sposob jest napisana 1 jak ogromny

zaséb wiedzy zawiera $wiadczy o umiejetnosci Doktorantki korzystania z bogatej literatury
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swiadczy o Jej dojrzatosci naukowej.
Oceniang rozprawe wienczy 8 wnioskdw, ktore tylko po czesci sa wnioskami, a whasciwie
stanowig takg hybryde ,,spostrzezeniowo-wnioskowa”. Zdaniem recenzenta ta cze$é dezertacji

wymaga dopracowania.

Whiosek konicowy

Reasumujgc, rozprawa doktorska mgr Angeliki Manterys spelnia warunki okreslone w art.
13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14
marca 2003 r. (Dziennik Ustaw nr 65 pozycja 595 z 2003 r. z p6zniejszymi zmianami) oraz w
Rozporzgdzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 stycznia 2018 r. w sprawie
szezegolowego frybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w
postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz. U. z 2018 r.
poz. 261).

Pomimo licznych krytycznych uwag, ktére w wielu aspektach majg zapewne charakter
polemiczny, a biorgc pod uwage ogrom pracy eksperymentalnej i analitycznej oraz imponujacy
zasob wiedzy Doktorantki, ciekawg dyskusje i bardzo dobre opracowanie edytorskie rozprawe
oceniam pozytywnie. Stwierdzam, Ze oceniana rozprawa stanowi oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego i wnosi nowg wiedz¢ do dyscypliny rechnologia zywnosci i zywienia, a
Doktorantka wykazala si¢ znajomoscig ogélnej wiedzy z obszaru bedacego przedmiotem
rozprawy oraz umiejetnoscia prowadzenia badan naukowych.

Whioskuj¢ zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Technologii Zywnosci Uniwersytetu
Rolniczego im. Hugona Kotlgtaja w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Angeliki Manterys do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.




