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RECENZJA
-pracy doktorskiej wykonanej przez mgr. Krzysztofa Stepnia

pt: ,,Wybrane aspekty jakosci niektérych suplementéw diety zawierajacych aminokwasy”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr. Krzysztofa Stepnia wykonana
pod kierunkiem dr hab. n. farm. Joanny Giebultowicz w Zaktadzie Chemii Lekéw, Analizy
Farmaceutycznej i Biomedycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego dotyczy
analizy wybranych suplementéw diety w aspekcie ich skladu jakosciowego i ilosciowego,
a takze przewidywania potencjalnej skutecznosci na podstawie profilu uwalniania
aktywnych skladnikéw. Niedostateczna regulacja rynku suplementéw diety oraz
niewystarczajgce dzialania organéw nadzoru sprawiaja, ze produkty te moga zawieraé
niebezpieczne substancje, a ich sklad czgsto nie odpowiada deklaracjom producentéw,
Sfatszowane leki i podrobione suplementy diety to nie tylko dochodowy biznes dla grup
przestgpezych, lecz takze reaine zagrozenie dla zdrowia i zycia pacjentéw. W zwiazku z
powyzszym praca doktorska mgr. Stepnia doskonale wpisuje si¢ swoja tematyka w
aktualny obecnie problem zwalczania przestepczosci farmaceutyczne;.

Struktura przedstawionej mi do oceny pracy obejmuje wykaz publikacji
skladajacych si¢ na rozprawe doktorska oraz powiazanych z nig doniesieri zjazdowych.
Ponadto, w jej skiad wchodzi streszczenie w jezyku polskim i angielskim, teoretyczne
wprowadzenie do badanej tematyki, jasno sprecyzowany cel badan, artykuly bedace
integralng czgscig rozprawy oraz podsumowanie i wnioski. Szkoda, ze zabraklo chociaz
krotkiego omowienia poszczegélnych publikacji wchodzacych w sklad pracy oraz
wskazania opisanych w nich kluczowych osiagni¢é, co utatwiloby mi jako recenzentowi

interpretacj¢ uzyskanych danych. Jednak rozumiem, ze Doktorant kierowat sie



wytycznymi swojego macierzystego Uniwersytetu w zakresie przygotowania rozprawy w
przedstawionej mi do oceny formie.

Szeroki zakres badan przeprowadzonych przez mgr. Stgpnia udokumentowano w
pieciu spojnych tematycznie publikacjach (1 praca przegladowa i 4 oryginalne). Praca
przegladowa pochodzi z 2019 r., natomiast artykuly oryginalne zostaty opublikowane w
latach 2022 - 2024 w miedzynarodowych czasopismach (Pharmaceuticals, Life, Food
Additives and Contaminants, Microchemical Journal), posiadajacych wysokie
wspdlczynniki oddziatywania Impact Factor w zakresie 2,5 — 4.9. Sumaryczny
wspdlczynnik oddziatywania cyklu prac wynosi 15,2. Do rozprawy dotaczono
o$wiadczenia Doktoranta oraz wspétautoréw opublikowanych manuskryptéw. Wynika z
nich, ze udziat p. mgr. Krzysztofa Stgpnia w przygotowaniu tych prac byt znaczacy (55 -
80%) i obejmowal aktywne uczestnictwo w opracowaniu metodyki i realizacji
przeprowadzonych  eksperymentow, interpretacji  wynikéw i przygotowaniu
manuskryptéw. Ponadto, wyniki badan objetych rozprawa prezentowane byly w formie
wystgpien ustnych i podczas sesji plakatowych na 7 konferencjach. Z dotgczonych
informacji wynika, ze p. Krzysztof Stepien jest rowniez wspdtautorem dwoch publikacji
oraz 4 doniesien zjazdowych spoza cyklu.

W rozdziale pierwszym rozprawy, bedacym teoretycznym wprowadzeniem w
podjeta tematyke badan, Doktorant przedstawil charakterystyke polskiego rynku
suplementéw diety oraz dane na temat swiadomosci Polakéw w odniesieniu do stosowania
suplementacji. Opisal przyczyny niskiej jakosci produktéw powolujac si¢ na konkretne
przykiady substancji czynnych dostgpne w pi$miennictwie. Doktorant trafnie wykorzystat
przedstawione powyzej zagadnienia teoretyczne do podkreslenia zasadnosci podjecia
badari przeprowadzonych w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej. Zwrécit uwage na
ograniczong liczbe danych na temat badania uwalniania oraz rzeczywistego skiadu
jakosciowego i ilosciowego suplementéw diety zawierajacych aminokwasy. Badania
objete rozprawa doktorskg mozna uznaé za nowatorskie, gdyz uzupeiniaja brakujace
informacje dotyczace jakosci dostepnych w Polsce suplementéw zawierajacych tryptofan,
proling, tyrozyne i karnityng. Jedyne, czego mi zabraklo w tej czgsci pracy, to nawigzanie
do metodyki badania uwalniania substancji czynnych, a szczegdlnie specyfiki aparatury
PhysioCell wykorzystanej w przeprowadzonych badaniach.

Cel pracy oraz konieczne do jego zrealizowania zadania badawcze zostaly jasno
sprecyzowane w rozdziale drugim. Doktorant postawit sobie ambitne zadanie
przeprowadzenia szeregu badaf obejmujacych przeglad pismiennictwa dotyczacego
powszechnoéci stosowania suplementéw diety oraz zagrozef zwigzanych z ich
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stosowaniem, analizg ilosciows gléwnych skladnikéw badanych tabletek i kapsulek oraz
identyfikacjg substancji niezadeklarowanych przez producentéw. Zaplanowano réGwniez
badania uwalniania giéwnego skladnika z analizowanych formulacji, a w przypadku
matych ilosci uwolnionej substancji probg wyjasnienia przyczyn tego zjawiska. Kolejnym
zadaniem badawczym byla ocena przydatnoéci farmakopealnych metod badania
uwalniania substancji do identyfikacji suplementéw diety o niskiej jakosci oraz
zastosowanie aparatu PhysioCell do wyjasnienia zachowania si¢ produktéw niskiej jakosci
w przewodzie pokarmowym. Pozytywnie oceniam plan badan, ktéry stanowi logiczny ciag
eksperymentéw prowadzacych do rozwigzania problemu badawczego.

Pierwsza praca ujgta w rozprawie doktorskiej to publikacja przegladowa, w ktérej
Autor charakteryzuje najliczniejsze grupy suplementow stosowanych w Polsce wskazujac
przede wszystkim na preparaty zawierajace magnez, bakterie probiotyczne, witaminy,
mikroelementy oraz preparaty na odpornos$¢. Przedstawia réwniez strukturg rozwoju tej
galgzi przemystu farmaceutycznego oraz regulacje prawne obowigzujace w Polsce i Unii
Europejskiej. Bardzo waznym tematem podjetym w publikacji sg zagrozenia zwiazane z
nieprawidtowym stosowaniem suplementéw diety, wéréd ktérych Doktorant wskazuje
przede wszystkim na nieuzasadnione stosowanie tych produktéw, co moze prowadzié¢ do
przekroczenia zalecanych norm Zywienia. Kolejnym waznym problemem s interakcje z
produktami leczniczymi prowadzace do wystapienia dzialan niepozadanych, obnizenia lub
braku efektu terapeutycznego. Co bardzo cenne, Autor podaje konkretne przykiady
interakcji lekéw z substancjami pochodzenia roslinnego, witaminami i skladnikami
minerainymi. Wskazuje réwniez na zagroZenia zwigzane z brakiem kontroli jakosci,
powolujgc si¢ na przykladowe wyniki badan jakosciowych dotyczacych obecnosci
niedozwolonych sktadnikéw, czystosci mikrobiologicznej czy zawartosci substancji
leczniczej. Praca podejmuje wazny temat przestgpczosci farmaceutycznej dotyczacej
falszowania suplementéw, szczegélnie preparatéw na odchudzanie, dla sportowcow,
wptywajgcych na sprawnosé seksualng, tagodzacych bél i nasennych. Autor wskazuje na
konieczno$¢ podejmowania dzialan majacych na celu dokonanie precyzyjnej oceny jakosci
suplementéw diety. Postulat ten realizuje w kolejnych publikacjach wskazujac badania,
ktore powinny byé przeprowadzone w ramach kontroli jakosci.
Po zapoznaniu si¢ z tg publikacja, nasuneto mi sig pytanie, na ktére Doktorant mogiby
odpowiedzie¢ podczas obrony pracy doktorskiej: Jaka jest popularnosé wéréd Polakéw
suplementdw zawierajacych aminokwasy, ktére sa tematem przewodnim cyklu prac, oraz
jakie zagrozenia wynikaja z nadmiernego stosowania i fatszowania tych konkretnych

preparatéw?



Kolejna publikacja dotyczy zastosowania chromatografii cieczowej sprz¢zonej z

tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS) do analizy jakosci suplementéw diety
zawierajacych tryptofan. Doktorant poddal badaniom jakosciowym i ilosciowym 22
suplementy w formie tabletek lub kapsulek produkowanych w USA, Wielkiej Brytanii,
Niemeczech, Francji, Czechach i Polsce. Przeprowadzil analiz¢ jakosciowa glownego
skladnika oraz badania przesiewowe pod kgtem obecnosci zanieczyszczef. Dokonat
identyfikacji wykrytych zwiszkéw i podzielit je na pig¢ grup, do ktérych nalezaty
metabolity tryptofanu, produkty kondensacji tryptofanu i zwigzkow karbonylowych,
produkty degradacji tryptofanu i kynureniny oraz inne zanieczyszczenia, takie jak
glukozamina i melatonina. Analiza iloSciowa wykazata, ze zadna z formulacji nie
zawierala iloéci gtownego sktadnika deklarowanej przez producenta. Dodatkowo, badane
produkty nie spetnity wymogéw dotyczacych uwalniania. Autor jako mozliwe przyczyny
tych obserwacji wskazal niewystarczajacg zawartoscia gtéwnego skladnika w preparacie,
nieprawidlowo dobrane parametry procesu i/lub nieprawidlowo dobrane substancje
pomocnicze. Do gléwnych waloréw publikacji nalezy z pewnosdcig zastosowanie
nowoczesnej techniki LC-MS/MS zaréwno do badar jakosciowych i ilosciowych oraz
szczegblowa analiza zanieczyszczefi obecnych w suplementach z uwzglednieniem
procesdw, ktére mogly doprowadzi¢ do ich powstania.
Prosze o wyjasnienie, dlaczego w preparacie C6 zawarto$¢ tryptofanu jest znacznie
mniejsza niz ilo§¢ uwolniona w pH 1,2 i 6,8 (Rycina 4. Poréwnanie ilosci Trp uwalniane;j
przy pH 1,2 (symulowane warunki zotadkowe), pH 6,8 (symulowane warunki jelitowe) z
ilocig okre$long w suplementach diety w kapsutkach (a) i tabletkach (b)).

Publikacja nr 3 objeta rozprawa doktorska dotyczy badari oceniajacych jakosé
siedmiu suplementéw diety zawierajacych proling. Podobnie jak w poprzedniej pracy,
ocena jakosci obejmowata wykrycie potencjalnych zanieczyszczen, oznaczenie zawartosci
glownego skladnika oraz stopnia uwalniania proliny z preparatow. Tutaj réwniez do
analizy zanieczyszczeh i zawartoéci glownego skiadnika zastosowano technik¢ LC-
MS/MS. Badania potwierdzily, ze analogicznie jak w przypadku tryptofanu, réwniez
suplementy z proling nie zawieraly tej substancji w ilosci deklarowanej przez producenta.
Dodatkowo, pi¢é z siedmiu analizowanych suplementéw uwalnialo mniej niz 80%
substancji. Doktorant wykryt pig¢ dodatkowych substancji o réznych wlasciwosciach, przy
czym zadna z nich nie byla produktem przemian proliny. Na podstawie wyznaczonych
wartoéci m/z, profilu izotopowego oraz widm fragmentacji, zaproponowat prawdopodobne
struktury zanieczyszczen, przy czym jak sam zauwazyl, identyfikacja tych substancji

wymaga dalszej analizy z wykorzystaniem standardéw poréwnawczych. To stwierdzenie
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swiadczy o duzej dojrzalosci naukowej Doktoranta, ktéry krytycznie analizuje wiasne
odkrycia i jest Swiadomy ograniczef prowadzonych badan.

Uzytecznos¢ techniki LC-MS/MS w badaniach jakosci suplementéw diety zostala
udowodniona réwniez w publikacji nr 4. Jest to bardzo ciekawa praca, ukazujgca problem
fatszowania suplementéw diety poprzez dodawanie substancji farmakologicznie czynnych,
ktére s zakazane w tej kategorii produktéw. W ramach prowadzonych badan Doktorant
przeanalizowat 21 legalnie zarejestrowanych suplementéw oraz 9 preparatéw przejetych
przez polskg policj¢ z nielegalnego zakladu produkcyjnego. Wykazal obecnosé 32
zanieczyszczefi w 30 przebadanych suplementach diety, przy czym wiele z tych substancii,
nawet w niskich dawkach moze wykazywac¢ dzialanie biologiczne. Istotng zaletg pracy jest
szczegOlowy opis zidentyfikowanych substancji, z uwzglednieniem ich dziatania i
potencjalnych skutkéw ubocznych, ktére moga wystapi¢ u pacjentéw. Autor pracy trafnie
zauwazyl, ze szczegélne zagrozenie stanowig analogi inhibitoréw fosfodiesterazy 5,
poniewaz nie zostaly one zarejestrowane, a tym samym nie zostaly ocenione pod wzgledem
bezpieczeristwa stosowania. Wg mnie, jest to najwazniejsza publikacja z przedstawionego
mi do oceny cyklu prac, podkreslajgca wage problemu niskiej jakosci suplementéw diety.
Publikacja ta wnosi istotny wkiad w toczacg si¢ dyskusje na temat regulacji rynku tych
preparatéw. Dodatkowo, wskazuje na wysoka uzyteczno$é opracowanego przez
Doktoranta podejscia analitycznego, ktore ma potencjal do szerokiego zastosowania w
ocenie jakosci suplementéw, a tym samym moze przyczyni¢ si¢ do opracowania
odpowiednich przepiséw prawnych.

Ostatnia publikacja z cyklu prac dotyczy badania uwalniania wybranych substancii
czynnych: proliny, tryptofanu, tyrozyny, karnityny i witaminy C, z dostepnych na rynku
suplementéw diety w postaci tabletek i kapsulek. Do realizacji badahh Doktorant
wykorzystat standardowe metody farmakopealne, a dla produktéw charakteryzujacych sie
najnizszym stopniem uwalniania < 25%, dokonatl ponownej analizy prébek, tym razem z
uzyciem innowacyjnej aparatury PhysioCell. Zastosowanie tego systemu, symulujacego
motoryke przewodu pokarmowego doprowadzilo do zwickszenia pozioméw uwalniania,
zwlaszcza w przypadku kapsutek (w zakresie 11 - 106%) i umozliwilo pelniejsze
zrozumienie zachowania formulacji w przewodzie pokarmowym. Jest to bardzo wazne
spostrzezenie, ktére dowodzi, ze rozpuszczanie badanych formulacji moze by¢ zalezne od
motoryki przewodu pokarmowego, co moze przyczyniaé si¢ do duzej zmiennosci w
warunkach in vivo. Bardzo waznym osiagni¢ciem przedstawionych w publikacji badan
bylo réwniez wykazanie przez Doktoranta, ze podstawowe aparaty farmakopealne

dostarczaja wiarygodnych danych umozliwiajacych rzeteing i jednoznaczng ocene jakosci
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suplementow. Mogag wigc byé prostym i latwo dostgpnym narzgdziem w przypadku
ustanowienia regulacji dotyczacych obowigzkowego testowania produkowanych
suplementow.

W przedstawionej mi do oceny rozprawie zamieszczono podsumowanie oraz
wnioski w formie 8 rozbudowanych punktéw podsumowujacych  wyniki
przeprowadzonych badan, ktére zostaly opisane w publikacjach wchodzacych w skiad
cyklu. Wg mnie bardziej czytelne byloby zredagowanie tego rozdziatu do formy krotkiego
podsumowania oraz wylonienia kluczowych wnioskéw wskazujgcych na konkretne
osiagnigcia uzyskane z poszczegblnych badan. Ponadto, uwazam, ze wniosek nr 6 nie
oddaje w sposéb precyzyjny rzeczywistej interpretacji wynikéw uzyskanych z uzyciem
systemu PhysioCell, wskazujac zbyt ogélnie na zalezno$¢ rozpadu suplementéw od
warunkéw panujgcych w przewodzie pokarmowym. Wg mnie druga cz¢s¢ wniosku
powinna brzmieé¢ nastgpujgco: ,,Wyniki potwierdzily, ze jakos¢ formulacji suplementow
diety w wigkszosci analizowanych preparatow byta niska, a proces ich rozpadu moze
zaleze¢ od motoryki przewodu pokarmowego, co moze przyczyniaé si¢ do duzej
zmiennosci zardbwno wewnatrz- jak i zewnatrzosobniczej.”

Podsumowujac, recenzowana praca jest oryginalna i nowatorska, zwraca uwagg na
wazny problem, jakim jest falszowanie suplementéw diety i konicznos¢ dzialan na rzecz
poprawy jakosci tych preparatéw. Zaproponowane podejécie analityczne, obejmujace
analizg jako$ciows i ilodciowa oraz badania uwalniania, ktére mogloby by¢ wykorzystane
w ocenie jakosci suplementéw diety, stanowi tworczy wkiad Doktoranta w dzialania
majace na celu stworzenie odpowiednich regulacji prawnych dotyczacych tych produktow.
Rozprawa doktorska spetnia warunki okresione w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571), tzn. prezentuje ogdlng
wiedzg teoretyczng kandydata w dyscyplinie nauki farmaceutyczne oraz umiejgtnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a przedmiotem rozprawy doktorskiej jest
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. W zwigzku z powyzszym wnioskujg o
dopuszczenie mgr. Krzysztofa Stgpnia do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whioskuj¢ o wyrdznienie przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej ze
wzgledu na wysoki aplikacyjny charakter przeprowadzonych badan w dziedzinie oceny
jakosci suplementdéw diety. O ich wartosci $wiadczy réwniez fakt, ze zostaly opublikowane
w specjalistycznych czasopismach z bazy JCR o sumarycznym wspéiczynniku
oddziatywania IF= 15,2.

Prof. dr hab. Marta Karazniewicz-Lada
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