Krakéw, dnia 25 listopada 2021

Recenzja rozprawy doktorskiej pt.
sldentyfikacja i walidacja nowych potencjalnych lekéw przeciwzapalnych w
kontekécie ostrego zapalenia trzustki” wykonanej przez mgr inz. Aleksandre
Tarasiuk pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Jakuba Fichny w Zakladzie
Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Ostre zapalenie trzustki (OZT) jest choroba o ciezkim przebiegu
Klinicznym, stanowiacg wyzwanie zaréwno pod wzgledem diagnostycznym jak i
terapeutycznym. Wystepuje z czestotliwoscig $rednio ok. 30 przypadkéw na 100
tysiecy os6b w populacji, chociaz na §wiecie obserwuje sie znaczace réznice w
czesto$ci wystepowania OZT (np. Holandia okolo 14, a Norwegia, Szwecja czy
USA ponad 50 przypadkéw na 100 000 os6b). W Polsce dane epidemiologiczne
sq niestety niepelne, ale (na podstawie bazy NFZ) stwierdza sie $rednio okolo
30000 zachorowan rocznie na OZT, przy czym w ostatnich latach notujemy
wzrost czestoSci zachorowan. Stanowi to powazny problem kliniczny, poniewaz,
chociaz do$¢ dobrze znane sa gléwne czynniki ryzyka wystapienia OZT i
podstawowe mechanizmy patofizjologiczne, nie potrafimy przewidzie¢
dynamiki rozwoju choroby 1 przyczyn pogarszania sie stanu chorego,
prowadzacych do uogoélnionej reakcji zapalnej i zespolu niewydolnosci
wielonarzadowej ze wszelkimi tego konsekwencjami. I pomimo rosnacej wiedzy
o tej chorobie, i coraz szerszych mozliwosci terapii towarzyszacych jej zaburzen
oraz lagodzenia objawdw, u czeéci chorych sg one nieskuteczne, a przynajmniej
niewystarczajace.

Tym cenniejsze s3 wiec badania prowadzone na modelach
eksperymentalnych i proby poszukiwania nowych lekéw modulujacych przebieg
OZT, mozliwych w przyszloéci do zastosowania w praktyce klinicznej. Praca
doktorska mgr inz. Aleksandry Tarasiuk pt. ,Identyfikacja i walidacja nowych
potencjalnych lekow przeciwzapalnych w kontekscie ostrego zapalenia trzustki”
wychodzi na przeciw tym oczekiwaniom. Nalezy tutaj podkresli¢, ze praca
zostala przygotowana w Zakladzie Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Jakuba Fichny, wybitnego znawcy
zagadnien neurogastroenterologii do$wiadczalnej i farmakologii przewodu
pokarmowego, o uznanej renomie w tej dziedzinie.

Przedstawiona do recenzji praca mgr inz. Aleksandry Tarasiuk stanowi
przyklad dysertacji o ukladzie przyjetym powszechnie dla dysertacji doktorskich
opartych na publikacjach —skladaja sie na nig 4 publikacje w renomowanych,
recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, o lgcznym
wspolczynniku oddzialtywania IF=12,37; nalezy zaznaczy¢, ze we wszystkich
publikacjach mgr inz. Aleksandra Tarasiuk jest pierwsza Autorka.

1. Tarasiuk A, Fichna J. Effectiveness and therapeutic value of
phytochemicals in acutepancreatitis: A review. Pancreatology. 2019
Jun;19(4):481-487. doi:10.1016/j.pan.2019.04.010. Epub 2019 May 3.
PMID: 31079933. IF=3.629

2. Tarasiuk A, Pawlik L, Fichna J. Berberyna jako potencjalny terapeutyk
w leczeniu ostrego zapalenia trzustki. Postepy Biochem. 2019 Oct
1;65(3):224-230. Polish. doi:10.18388/pb.2019_278.

3. Tarasiuk A, Bulak K, Talar M, Fichna J. Chlorogenic acid reduces
inflammation in murine model of acute pancreatitis. Pharmacol Rep.
2021 Oct;73(5):1448-1456. doi:10.1007/543440-021-00320-5. PMID:
34383255. IF=3.024

4. Tarasiuk A, Talar M, Bulak K, Fichna J. Ghee Butter from Bovine
Colostrum Reduces Inflammation in the Mouse Model of Acute
Pancreatitis with Potential Involvement of Free Fatty Acid Receptors.
Nutrients. 2021 Sep 19;13(9):3271.doi:10.3390/nu13093271. PMID:

34579147. IF=5.717

\
; 'I,’I 1
W

it

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

COLLEGIUM

MEDICUM

Wydziat Lekarski

Katedra Patofizjologii

ul. Czysta 18

PL 31-121 Krakéw

tel.: +48 {12) 633 39 47
fax: +48 (12) 632 90 56
patofizjo@cm-uj.krakow.pl

www.patofizjologia.cm-uj.krakow.



Prace otwieraja streszczenia w jezyku polskim oraz w jezyku angielskim, nast¢pnie umieszczono
wykaz skrotow. Na kolejne czesci rozprawy skladaja si¢ wprowadzenie, zalozenia i cele badawcze,
material i metody, publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, wyniki i dyskusja,
informacja o finasowaniu badan oraz bibliografia. Na koficu umieszczono zgody lokalne; komisji
etycznej do spraw doéwiadczen na zwierzgtach w Lodzi. Nastepnie zamieszczono o$wiadczenia
wspolautoréw publikacji wykorzystanych do przygotowania pracy doktorskiej. Praca w caloéci liczy
76 stron.

Rozpoczynaja prace streszczenia w jezyku polskim oraz w jezyku angielskim przedstawiajace
zwiezle, rzetelnie i rzeczowo tresci zawarte w dysertacji doktorskiej, a nastepujacy po nich wykaz
skrotow ulatwia pozniejsza lekture dysertacii.

We wstepie pracy Autorka krétko, ale wyczerpujaco wprowadza czytelnika w temat w przystepny
sposob. Natomiast poszerzone wprowadzenie w tematyke doktoratu znajdujemy w pracy
pogladowej, stanowiacej 1 pozycje cyklu publikacji skladajacych si¢ na doktorat.

W pracy tej pt. ,Effectiveness and therapeutic value of phytochemicals in acute pancreatitis: A
review’ Autorka przedstawila najnowsze doniesienia naukowe dotyczace zastosowania
fitozwigzkéw jako potencjalnych lekéw przeciwzapalnych w OZT, w szczegOlnoécei takich, jak:
berberyna, kwas chlorogenowy, kurkumina, kwas elagowy, cynamtanina B-1, resweratrol, piperyna
i likopen. Przedyskutowala w tej publikacji takze ich skuteczno$¢ terapeutyczna i ograniczenia w
leczeniu OZT, przedstawiajac dane zaréwno z badan do$wiadczalnych in vitro i in vivo oraz z
przeprowadzonych badan Klinicznych. Praca ta wskazuje na rzetelng znajomo$¢ tematu
badawczego, logiczng droge naukowg doktorantki, z ktérej wynikaly dalsze badania, a takze dobry
warsztat publikacyjny.

Nastepnie Autorka przedstawia rzeczowo cel rozprawy doktorskiej, ktérym bylo
scharakteryzowanie dzialania wybranych zwiazkow pochodzenia roslinnego, tj. berberyny (BRB) i
kwasu chlorogenowego (CGA) oraz GBBC w modelu eksperymentalnym ostrego zapalenia trzustki.
Cele szczegbdlowe obejmowaly:

L Walidacje mysiego modelu OZT indukowanego dootrzewnowym podaniem 8%-owego
roztworu monochlorowodorku L-argininy.
IL Scharakteryzowanie skutecznoéci wybranych zwigzkéw 1 preparatow potencjalnie

wspomagajacych dzialanie trzustki in vivo w zwalidowanym modelu OZT.

W podrozdziale po$wieconym materiatowi i metodom zaprezentowano sposob gromadzenia
danych oraz ich dalszej analizy, co jest w zasadzie streszczeniem metodyki opisanej w publikacjach.

W badaniach wykorzystano model zwierzecy (mysi) OZT indukowanego podaniem
dootrzewnowym L-argininy. Warto podkresli¢, ze w procedurach eksperymentalnych zostaly
zastosowane zasady 3R majace na celu zmniejszenie cierpienia zwierzat oraz ograniczenia
calkowitej liczby zwierzat uzytych w badaniach. To pozwala prowadzic badania eksperymentalne w
niezbednym, ale koniecznym zakresie, co ma znaczenie nie tylko dla zachowania dobrostanu
zwierzat, ale przede wszystkim znaczaco podnosi jako$¢ uzyskiwanych — wynikow
eksperymentalnych.

W czesci laboratoryjnej pracy wykorzystano techniki biomolekularne, w tym Western blot,
testy immunoenzymatyczne (ELISA) oraz techniki analizy histopatologicznej tkanek uzyskanych
podczas eksperymentu. Do analizy danych wykorzystano metody statystyki opisowej, podstawowe
testy statystyczne oraz analizy metodg ANOVA, wspomagane specjalistycznym oprogramowaniem.

W kolejnej czedci dysertacji przestawiono najwazniejsze wyniki badan - w postaci opisowej,
dotgczono odbitki opublikowanych prac naukowych skladajacych si¢ na dysertacje i opatrzono to
krétka dyskusja.

W pierwszej pracy oryginalnej pt. ,Berberyna jako potencjalny terapeutyk w leczeniu
ostrego zapalenia trzustki” mgr inz. Aleksandra Tarasiuk przedstawila wyniki badan w mysim
modelu OZT indukowanego monochlorowodorkiem L-argininy, w ktérych BRB podawana byla
dozylnie w dawce 0.1 oraz 0.5 mg/kg m.c, co lagodzilo stan zapalny w trzustce. Otrzymane wyniki
sugerujace, ze BRB moze staé sig terapeutykiem wspomagajacym leczenie OZT zostaly
skonfrontowane z obszernymi dane literaturowymi dotyczace dzialania profilaktycznego i
wlasciwoéci przeciwzapalnych BRB.



W kolejnym artykule oryginalnym pt. ,,Chlorogenic acid reduces inflammation in murine
model of acute pancreatitis” przedstawiono wyniki badan po podaniu doustnym CGA, polifenolu
znanego z dzialania przeciwzapalnego, w leczeniu doswiadczalnego OZT indukowanego
monochlorowodorkiem L-argininy. Zaobserwowano zmniejszenie aktywno$ci MPO po podaniu
CGA u myszy z OZT w stosunku do myszy, ktérym nie podawano CGA. Ocena morfologiczna
wykazala, ze podanie CGA u myszy z OZT, spowodowalo zmniejszenie naciekéw zapalnych w
okolicy okolonaczyniowej oraz minimalny zanik komoérek pecherzykowych, a takie obmizylo
aktywno$é amylazy w trzustce, wskazujgc na potencjalne korzystne efekty przeciwzapalne CGA u
myszy w przebiegu OZT.

W kolejnej pracy pt. ,Ghee Butter from Bovine Colostrum Reduces Inflammation in the
Mouse Model of Acute Pancreatitis with Potential Involvement of Free Fatty Acid Receptors”
doktorantka wykazala przeciwzapalne dzialanie GBBC w mysim modelu OZT. Swiadeza o tym
uzyskane w badaniach: zmniejszenie aktywnoéci MPO (w trzustce i plucach) oraz markeréow
biochemicznych OZT — lipazy, amylazy (w surowicy krwi), a takze obserwacje histopatologiczne -
suplementacja GBBC po indukcji OZT zmniejszyta nacieki komérek zapalnych w okolicy
okolobrodawkowej i spowodowala minimalny zanik komérek pecherzykowych oraz obniZong
aktywnos$é lipazy w trzustce w grupie zwierzat z OZT po leczeniu GBBC, co wskazuje na mozliwy
udzial receptoréw wolnych kwasdw ttuszezowych (FFAR). Zostalo to potwierdzone poprzez podanie
antagonistébw FFAR1 i FFAR4. Podanie antagonisty FFAR1, a nastgpnie GBBC (doustnie, w dawce
100 pL/mysz), istotnie zmniejszylo przeciwzapalny efekt GBBC (zwigkszona aktywno$¢ MPO);
ponadto podobne hamowanie dziatania przeciwzapalnego GBBC wystapilo po podaniu antagonisty
FFAR4. Jest to jedno z pierwszych doniesiefi sugerujacych korzystne dzialanie GBBC w leczeniu
OZT i ponadto wskazujace, ze efekt ten moze byé mediowany poprzez receptory grupy FFAR.

Nastepnie w krétkiej dyskusji doktorantka w oparciu o dane z piSmiennictwa poddata
analizie uzyskane wyniki wlasne i por6wnala z badaniami innych autoréw. Wykazata znajomos¢
dyskutowanych zagadnien oraz literatury tematu. Warto zaznaczy¢, Zze zarowno osrodek, w ktérym
doktorantka realizowal prace badawcza, jak i opiekun sa uznanymi w kraju i zagranicg ekspertami
w tej dziedzinie.

Dyskusje wieficza wnioski, ktore wynikaja bezposrednio z zalozonego celu pracy i sa
nalezycie uzasadnione przedstawionymi wynikami badan.

Wiynika z nich, ze w badaniach z wykorzystaniem mysiego modelu OZT:

1. BRB w odpowiednich dawkach 0.1 oraz 0.5 mg/kg m.c. podawana dozylnie zmniejsza stan
zapalny w trzustce w mysim modelu OZT;

2. CGA w dawce 20 mg/kg m.c. podawany po zmniejsza stan zapalny w trzustce w mysim modelu
OZT;

3. GBBC w dawce 100 pL/zwierze podawane po zmniejsza stan zapalny w mysim modelu OZT, z
udzialem FFAR.

Doktorantka wykazala, ze zastosowany w badaniach model OZT indukowany roztworem
monochlorowodorku L-argininy u myszy w znacznym stopniu odwzorowuje zmiany w obrazie
histopatologicznym i biochemicznym zachodzace u czlowieka. Jednocze$nie jednak doktorantka
stusznie konkluduje, Ze nie istnieje idealny zwierzecy model OZT, ktéry w pelni odpowiadalby
warunkom Klinicznym, dlatego stosowany model powinien byé kazdorazowo dobierany do
konkretnego problemu badawczego.

Niestety, rézne modele eksperymentalnego OZT, a takze miedzy innymi roznice gatunkowe
w stosowanych modelach eksperymentalnych (np. mysz vs. szczur) powoduja, Ze tak trudno jest
jednoznacznie interpretowaé i konfrontowaé¢ patomechanizmy i potencjalne $rodki terapeutyczne w
przebiegu OZT obserwowane w warunkach eksperymentalnych, czasem nawet wysoce skuteczne, z
przebiegiem ostrego zapalenia trzustki u ludzi.

Zalaczone pi$miennictwo obejmuje 83 wybrane pozycje - zar6wno pozycje uznane za
Klasyczne w tej dziedzinie, jak réwniez wyniki najnowszych badan siegajace az do roku 2021, ktére
zostaly starannie i prawidlowo zacytowane w rozprawie.

W czesci koficowej dysertacji Autorka przedstawila zgody wladciwej komisji etycznej na
przeprowadzenie badari oraz o$wiadczenia Wspolautoréw publikacji skladajacych sig¢ na prace
doktorska, ktére wskazuja na znaczny, a nawet dominujacy wklad Autorki w zaplanowanie badan,
ich realizacje oraz przygotowanie publikacji.
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Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny praca jest oryginalnym, nowatorskim doniesieniem naukowym.
Dotyczy ciekawego zagadnienia z pogranicza kliniki i farmakoterapii ostrego zapalenia trzustki,
ktére Autorka probuje zglebi¢ metodami specyficznymi dla nauk podstawowych. Nalezy stwierdzié,
ze cel rozprawy doktorskiej zalozony przez badaczke zostat zrealizowany, a przedstawiona rozprawa
moze mie¢ praktyczne implikacje dla przyszlych terapii ostrego zapalenia trzustki i przyczynia sie
do rozwoju wiedzy w tym zakresie. Zwlaszcza, Ze jak zauwaza Autorka, badane w toku realizacji
niniejszej pracy doktorskiej substancje sa juz obecnie stosowane jako suplementy diety lub érodki
lecznicze w terapii innych schorzen, co skraca ich droge do wspomagania leczenia OZT w
przysziych potencjalnych badaniach klinicznych. Na podkreélenie zastuguja takze umiejetnosci
zastosowania zaawansowanych procedur eksperymentalnych przeprowadzonych w modelu
zwierzgcym w toku realizacji niniejszej pracy, a wyniki dotyczace roli GBBC w modulowaniu
przebiegu OZT maja charakter pionierski.

Podsumowujac, stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa mgr inz. Aleksandry
Tarasiuk pt. ,,Identyfikacja i walidacja nowych potencjalnych lekéw przeciwzapalnych w kontekscie
ostrego zapalenia trzustki” wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Jakuba Fichny w
Zakladzie Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 2
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki i dlatego przedkladam Wysokiej Radzie Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Aleksandry Tarasiuk do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoki poziom naukowy pracy doktorskiej udokumentowany publikacjami w
renomowanych czasopismach naukowych oraz réznorodno$é¢ zastosowanych technik badawczych
zglaszam réwniez wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Tarasiuk.
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