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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Marii Magdaleny Kasprzak
pt. "Cytotoksyczno$é stigmasterolu, estréw stigmasterolu i produktéw ich termiczno-
oksydacyjnej degradacji w badaniach.ir vitre "

wykonanej w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

oraz w Katedrze Technologii Zywnos$ci Pochodzenia Roslinnego
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Anny Olejnik

oraz prof. dr hab. Magdaleny Rudziskiej

Podstawg sporzadzenia recenzji jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 28 wrzeénia 2023 r.
Recenzje wykonano zgodnie z wytycznymi okreslonymi w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2020 r. poz. 85
Z poZn. Zm.).

Rozprawa doktorska mgr inz. Marii Magdaleny Kasprzak skupia si¢ na identyfikacji
i ilo§ciowym oznaczeniu produktow termiczno-oksydacyjnych przemian stigmasterolu i jego
estrow z kwasem linolowym i oleinowym. W badaniach in vitro oceniono poziom ich
cytotoksycznosci i genotoksycznosci dla ludzkich prawidtowych komérek ukiadu
pokarmowego. Oznaczono potencjal mutagenny i promutagenny analizowanych zwigzkéw
z zastosowaniem zmutowanych szezepdéw bakterii i enzymoéw frakeji mikrosomalne;j.
Analizowano réwniez ich wplyw na integralnosé i funkcjonalnoéé bariery jelitowe;j.

Powszechnie wiadomo, ze sterole roélinne sa cennymi skladnikami Zzywnosci,
towarzysza lipidom pochodzenia ro$linnego. Fitosterole i ich estry sa wykorzystywane jako
funkcjonalne dodatki do Zzywnosci ze wzgledu na ich wiasciwosci obnizania poziomu
cholesterolu we krwi. Skuteczng, a zarazem bezpieczna dawke tych zwigzkéw w diecie
ustalono na poziomie 3 g/dzieh. Stigmasterol zyskuje coraz wigksze zainteresowanie
konsumentdw i producentdw zywnosci funkcjonalnej z uwagi na szereg wiasciwosci
prozdrowotnych o istotnym znaczeniu dla prewencji wielu choréb. Badania in vivo wykazaty,

ze stigmasterol ma zdolno$¢ modulowania metabolizmu cholesterolu skutecznie obnizajac




poziom cholesterolu calkowitego 1 frakeji LDL oraz stgZzenia  trigliceryddw
w osoczu, Wykazano réwniez jego dzialanie przeciwnotworowe, potencjal leczniczy
w chorobie zwyrodnieniowe] stawdw, dziatanie przeciwzapalne, przeciwdrobnoustrojowe,
neuroprotekcyjne, przeciwutleniajace, przeciwcukrzycowe, immunomodulujgee. Oprécz
korzystnych wlasciwodci biologicznych fitosteroli, opisywane sa rdwniez potencjalne
negatywne skutki dzialania na organizm czlowicka. Okazuje sig, Zze zywnoéé po obrdbee
termicznej moze stanowié Zrédlo produktdéw termicznej degradacji fitosteroli, w tym
pochodnych utleniania oraz zwiazkéw niskoczasteczkowych, takich jak substancje lotne
i oligomery o stabo udokumentowanej biodostgpnosci i bezpieczenstwie dla organizmu.
W literaturze niewiele jest doniesien naukowych o bicaktywnosci pochodnych fitosteroli
generowanych podczas obrobki termicznej i przechowywania Zywnoscei. Z uwagi na rosnace
spozycie steroli, .zapewnienie ich bezpieczenstwa zdrowotnego jest bardzo waznym
wyzwaniem dla producentéw Zywnos$ci. Przedstawiana do recenzji praca stanowi zatem
odpowied? na potrzebg badan nad dziataniem fitosteroli w organizmie czlowicka w aspekeie
ich bezposredniego wplywu na komérki i tkanki uktadu pokarmowego oraz bezpieczenstwa
toksykologicznego. Uwazam zatem wybor tematu i zakresu badan niniejszej pracy za trafny
i bardzo aktualny, szczeg6lnie w dobie dbania o wysoka jakos¢ i bezpieczenstwo zywnosel.

Warto podkresli¢, ze praca zostata wykonana w ramach projektu finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki nr 2015/17/B/NZ9/015335 w konkursie Opus 9 w latach 2016-2020.
Ocena ukladu rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma charakter eksperymentalny. Rozprawa
ma 126 stron i obejmuje 8 rozdziatdéw w typowym (dla tego typu prac) ukiadzie: streszczenie
(w jezyku polskim i angielskim) (4 strony), wprowadzenie z przegladem literatury (19 stron),
cel pracy i zakres badan (3 strony), materialy i metodyka badafi (19 stron), wyniki badafi
i dyskusja (50 stron), podsumowanie (5 stron), whioski (2 strony), spis literatury (14 stron)
i zataczniki: spis tabel i rysunkéw (4 strony), dorobek naukowy (1 strony). W tresci pracy
zawartych jest 31 rysunkow oraz 11 tabel. Do przygotowania pracy Autorka wykorzystala
144 pozycje literaturowe. Pismiennictwo jest gtownie anglojgzyczne, a prace pochodzace
z ostatniej dekady stanowia 60%. Praca przygotowana jest bardzo starannie, napisana jest
poprawnym jezykiem, zdarzajg si¢ tylko nieliczne bledy edytorskie. Uzyskane wyniki badan
poddane zostaly analizie statystycznej i poprawnie zaprezentowane w czytelnych i starannie
przygotowanych tabelach i rycinach. Uklad pracy, podzial na rozdzialy jest prawidlowy
i typowy. Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wymagania formalne

stawiane pracom dysertacyjnym na stopiei doktora.



Ocena przegladu literatury

Czedc literaturowa, ujgta zostata na 19 stronach w 5 podrozdziatach, Autorka najpierw
scharakteryzowata fitosterole, ich biodostgpnosé, metabolizm i bezpieczefistwo. Nastgpnie
skupita sie na omdwieniu stigmasterolu i jego aktywnodci biologicznej. A na koniec po krdtce
przedstawita produkty przemian oksydacyjnych fitosteroli. Podsumowujgc stwierdzam, ze
opracowanie literaturowe, zostalo dobrze zaplanowane 1 przygotowane. Do jego
przygotowania wykorzystano liczne aktualne pismiennictwo naukowe. Szkoda jednak, ze nie
wspominano w tym rozdziale o licznosci dostepnych badaf in vitro, in vivo i klinicznych
dotyczacych cytotoksycznodci czy mutagennosci oksysteroli na przestrzeni ostatnich lat,
pokazujacych popularnoéé tego tematu i w jakim obszarze brakuje doniesien literaturowych.
Przydataby si¢ réwniez krétka charakterystyka tradycyjnych i nowoczesnych metod
badawczych (wykorzystanych réwniez w pracy) a okre$lajacych dziatanie cytotoksyczne,
genotoksyczne, czy mutagenne réznych zwigzkow.

W odniesieniu do tej czesci pracy mam kilka pytan: Prosze wyjasnié, czym sig
kierowano wybierajac jako material do badan akurat stigmasterol? ktory przeciez nie jest
najpopularniejszym z przedstawicieli tej grupy zwigzkdéw? Czym wyrdznia si¢ ten zwigzek
i jego pochodne? Dlaczego nie B-sitosterol? Aktywnosé biologiczna ktorego ze steroli jest
najwicksza? Jaki udziat w diecie wérdd fitosteroli ogblem ma stigmasterol?

Ocena celu pracy

Celowos¢ przedsiewzietych badaf Autorka przedstawita i uzasadnita w rozdziale
»Cel pracy i zakres badai”. Sprecyzowano tu giéwny cel pracy, ktérym byta identyfikacja
produktéw termiczno-oksydacyjnych przemian stigmasterolu i jego estréw oraz analiza ich
cytotoksycznodei, genotoksycznoéci 1 mutagennodei. Dalej natomiast podano cele
szczegblowe m.in. synteza estréw stigmasterolu z kwasem linolowym i oleinowym oraz ich
obrdbka termiczna w warunkach tlenowych, charakterystyka chemiczna stigmasterolu,
linolanu stigmasterolu i oleinianu stigmasterolu oraz identyfikacja produktéw przemian
termiczno-oksydacyjnych, analiza cytotoksycznoéei 1 genotoksycznodei stigmasterolu,
linolanu stigmasterclu i oleinianu stigmasterolu oraz produktéw ich termiczno-oksydacyjnych
przemian w odniesieniu do ludzkich prawidlowych komdrek nablonka jelitowego i watroby,
ocena wplywu stigmasterolu, jego estréw i produktéw ich przemian termiczno-
oksydacyjnych na integralno$é i funkcjonalno$é nablonka jelitowego in vitro oraz analiza
aktywnodci mutagennej i promutagennej stigmasterolu, jego estréw 1 produktow

powstajacych podezas obrobki termiczno-oksydacyjne;j.



W pracy przedstawiono szes$¢ hipotez badawczych. W mojej opinii cel i zadania
badawcze zostaty prawidtowo okreslone i w pelni odpowiadaja tematowi rozprawy.
Ocena metod badawczych

Czgé¢ dosdwiadczalna pracy obejmuje rozdziat ,Material i metody”, w ktérym
podano charakterystyke uzytych zwigzkow, a nastgpnie opisano metody analityczne
i statystyczne. Przedstawiony przez Doktorantke czytelny schemat organizacji do$wiadczen
z podziatem na trzy etapy wskazuje na konsekwencjg w podejmowaniu kolejnych badan,
ktéore sa powigzane =z wynikami przeprowadzonych wczesniej eksperymentdw.
W analizowanych probkach (stigmasterolu i jego estrdw przed i po ogrzewaniu w 60°C
i 180°C w warunkach tlenowych) oznaczono m.in. zawarto$¢ stigmasterolu, zawartosé
kwaséw tluszczowych, produktéw degradacji stigmasterolu i jego estréw, oligomerédw.
Szczegdlnie interesujgce sa zastosowane liczne i nowoczesne testy dotyczgce okrelenia
cytotoksycznodei stigmasterolu i jego estréw (w rdznych stezeniach od 1,25 do 40 pg/ml) dla
komorek ukladu pokarmowego im vitro, okreslenia genotoksycznogci, potencjaiu
mutagennego i promutagennego, oznaczenie reaktywnych form tlenu, aktywnogci kaspaz-3/7,
cyklu komérkowego, czy okreslenie wplywu stigmasterolu 1 estréw stigmasterolu na nabtonek
jelitowy Caco-2. Poszczegdlne procedury postgpowania, metody i testy zostaly szczegdtowo
opisane. Zakres przeprowadzonych analiz wydaje mi si¢ bardzo szeroki i oryginalny.
Podsumowujac stwierdzam, Zze przedstawiony w pracy material do badan i metody badan sg
odpowiednie, zostaly dobrze dobrane i wyczerpujaco scharakteryzowane,

W odniesieniu do tej czedci pracy mam kilka pytan: Jak bardzo pracochionne byly
przeprowadzone hodowle komérek, tkanek oraz testy cytotoksycznodei, genotoksycznosei
i mutagennoéei? Jaki byl koszt tych analiz? Czy w toku badafi natrafiono na jakie§ trudnoéei
analityczne?

Ocena omowienia wynikow 1 dyskusji

Najobszerniejsza czgsé pracy stanowi rozdziat ,,Wyniki badan i dyskusja”, ktory
podzielono na 10 podrozdziatow. Kazdy z nich przedstawia wyniki odpowiadajgce realizacjt
postawionych wezedniej celéw szczegbtowych pracy. Tj. m.in. okreslenie wplywu obrdbki
termiczne]j na stopien degradacji stigmasterolu, na tworzenie oksypochodnych i oligomerow,
a nastepnie okreélenie ich cytotoksycznoéci, genotoksycznoscei i mutagennodei. Stwierdzam,
ze otrzymane w toku badan wyniki zostaty poprawnie zaprezentowane w 11 tabelach i na 31
rysunkach, z uwzglednieniem analizy statystycznej (Anova). Szeroki zakres badan

i przeprowadzonych analiz pozwolit Autorce na uzyskanie szerokiego spektrum wynikow, co



stanowi solidng podstawe do szczegdlowe) charakterystyki wolnego sigmasterolu i jego
estrow a takze produktow jego termicznej degradacji. Nalezy tu podkresli¢, ze jest niewiele
doniesien dotyczacych badania biocaktywno$ei pochodnych steroli powstajacych podeczas
ogrzewania, smazenia i przechowywania zywnodci, a szczegoélnie ich wplywu na komarki
uktadu pokarmowego i toksycznosci dla organizmu czlowieka, zatem uzyskane wyniki
stanowiag wazny wkiad do literatury naukowej w tym zakresic, W mojej opinii wartos¢
merytoryczna pracy jest wysoka, uwazam, ze uzyskane wyniki sa oryginalne, zostaly
wyczerpujaco oméwione i przedyskutowane z dostgpna literaturg naukows dotyczacy tematu.
Rozwigzano bardzo istotny problem badawczy okreélenie toksycznosci produktéw degradacji
stigmasterolu na uktad pokarmowy w badaniach in vitro.

W odniesieniu do tej czgdei pracy proszg o odpowiedz na pytania: 1) Z czego wynika
niejednoznacznod¢ otrzymywanych wynikéw prezentowanych w literaturze? Czy winne sg
stosowane testy? Jakie czynniki wplywajg na wiarygodnosé, poprawnos¢, powtarzalnos$é
wynikéw badan prowadzonych in vitro, in vive i klinicznych. Czy sg jakie$§ wyniki badan
klinicznych lub przedklinicznych dotyczacych wptywu innych fitosteroli i ich produktow
utlenionych pochodnych na organizm czlowicka, szczegélnie uklad pokarmowy?

Ocena podsumowania i wnioskéw

W rozdziale "Wnioski" na 2 stronach Autorka przedstawila dziesigé bardzo zwigztych
stwierdzen i wnioskdw, wynikajacych bezpoérednio z przeprowadzonych badan. Autorka
wykazala, Ze ogrzewanie stigmasterolu oraz jego estréw w temperaturze 180°C generuje
najwicksza ilosé produktéw degradacji i oksypochodnych. Stwierdzita, ze estry stigmasterolu
sg bardziej stabilne podczas obrébki termiczno-oksydacyjnej niz  stigmasterol
niezestryfikowany, a wolny stigmasterol charakteryzuje si¢ znacznie wigkszg
cytotoksycznos$cia niz stigmasterol zestryfikowany. Estry stigmasterolu charakteryzujg sig
znacznie mniejsza cytotoksycznodcia dla komérek nablonka jelita cienkiego i grubego oraz
watroby niz wolny stigmasterol. Potencjatl cytotoksyczny wolnego stigmasterolu ulega
obnizeniu na skutek ogrzewania w temperaturze 180°C, co prawdopodobnie jest zwigzane
z termiczna degradacja czasteczki stigmasterolu. Stigmasterol 1 jego estry z kwasem
linolowym i oleinowym, niezaleznie od obrébki termiczno-oksydacyjnej, nie wykazujg
dziatania genotoksycznego, mutagennego czy promutagennego. W efekcie chronicznego
narazenia komorek jelitowych na linolan stigmasterolu moze dochodzi¢ do zaburzenia
integralnosci nabtonka jelitowego i ostabienia ekspresji genéw kodujacych biatkowe sktadniki
potgezen miedzykomérkowych w nablonku. Natomiast oleinian stigmasterolu nie wykazuje

negatywnego wplywu na bariere jelitowg; nie wplywa na integralnosé, przesigkliwosé
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i écistoéé polgczen miedzykomérkowych w nablonku jelitowym. Ogélnie rzecz biorge
w pracy wykazano, ze stigmasterol i zwigzki stigmasterolu oraz produkty ich przemian
termiczno-oksydacyjnych mogg wywolywadé niekorzystne efekty zdrowotne. Stwierdzono, ze
badania toksykologiczne powinny by¢ kontynuowane, aby dostarczy¢ dowoddéw na
bezpieczefistwo 1 prozdrowotne dziatanie stigmasterolu i jego pochodnych oraz zywnogci
funkcjonalnej zawierajacej te zwigzki. Zaprezentowane wnioski odnoszg si¢ do celu pracy
i postawionych celéw szczegdlowych oraz wskazujg na pelng realizacje zaplanowanych
badan.

Podsumowujac stwierdzam, ze zaplanowane przez Doktorantke bardzo obszerne
badania zostaty konsekwentnie zrealizowane, cel pracy zostal osiggniety, a zadania badawcze
wykonane. Postawione hipotezy zostaty zweryfikowane. Otrzymane liczne wyniki badan,
oznaczen i licznych testow zostaly poddane odpowiedniej analizie statystycznej, zostaly
starannie zaprezentowane, skrupulatnie omowione i poddane dyskusji z literaturg. Na ich
podstawie sformulowano poprawne podsumowanie i wnioski. Badania dostarczaja
warto§ciowych informacji teoretycznych dotyczacych przemian fitosteroli w  czasie
ogrzewania i przechowywania zywnosci, w tym szczegdlnie z zakresu cytotoksycznosei,
genotoksyczno$ci,  mutagennosci  produktow  termiczno-oksydacyjnych  przemian
stigmasterolu i jego estréw z kwasem linolowym i oleinowym. Nalezy jasno podkreslié, ze
przedstawione w recenzji uwagi i spostrzezenia mialy na celu doskonalenie warsztatu
naukowo-badawczego Autorki.

Whniosek koficowy

Rozprawa doktorska mgr inz. Marii Magdaleny Kasprzak stanowi interesujgce
i innowacyjne opracowanie naukowe. Praca przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy z zakresu
navk o zywnosci 1 zywieniu, jest oryginalnym ujeciem podjetego problemu. Praca zostata
zrealizowana przy pomocy bardzo dobrze dobranych, nowoczesnych, instrumentalnych
technik badawczych, dowodzi, ze Autorka opanowata warsztat badawczy, potrafi stawiaé
i rozwigzywaé problemy badawcze, co pozwala na samodzielne prowadzenie badan
naukowych, a dodatkowo wskazuje na szeroka wiedze teoretyczng w reprezentowanym
temacie.

Reasumujgc, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca Pani Marii Magdaleny
Kasprzak pt. "Cytotoksyczno§¢ stigmasterolu, estréw stigmasterolu i produktéw ich
termiczno-oksydacyjnej degradacji w badaniach in vitro" spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z wytycznymi okredlonymi w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzZszym i nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2020 r. poz. 85
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z pozn. zm.). i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosei i Zywienia,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszezenie Pani mgr inz. do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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