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RECENZIA

rozprawy na stopien doktora nauk medycznych lek.mgr inz. Julii Krajewskiej pt. ,Opracowanie
nowych form terapii celowanej nieswoistych chorob zapalnych jelit o zwiekszonej biodostep-
nosci i efektywnosci terapeutycznej w oparciu o zwigzki pochodzenia roslinnego i kompleksy
metali oraz formulacje liposomowe”, ktorej promotorem jest prof.dr hab. n.med. Jakub
Fichna, kierownik Zaktadu Biochemii Katedry Biochemii i Chemii Wydziatu Lekarskiego Uniwer-

sytetu Medycznego w todzi.

Nieswoiste choroby zapalne jelit (NChZl) to grupa nieuleczalnych, przewlektych chardb
zapalnych uktadu pokarmowego o wieloczynnikowej patogenezie. Zapadalnosé na NChZl
wzrasta, a jednoczesnie rosnie tez liczba chorych z nawrotami oraz nieskutecznym leczeniem.
Dlatego istnieje potrzeba opracowania nowych strategii terapeutycznych.

Celem pracy doktorskiej byta ocena nowych potencjalnych form terapii NChZ) poprzez
zdefiniowanie dziatania przeciwzapalnego liposomow, nanoczastek srebra otrzymanych przy
wykorzystaniu ekstraktu z czarnej porzeczki oraz kompleksu ztota (Il1).

Rozprawa posiada typowy ukiad i sktada sie z nastepujacych rozdziatow: 1. Wprowa-
dzenie, 2.Zatozenia i cele badawcze rozprawy doktorskiej, 3.Materiat i metody, 4.Publikacje
stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, 5.Wyniki i dyskusja, 6.Podsumowanie, 7.Finanso-
wanie. 8.Bibliografia, 9.Zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds.Doswiadczen na Zwierzetach, 10.
Oswiadczenia wspotautorow. Catosc jest poprzedzona spisem tresci, streszczeniami w jezyku
polskim i angielskim oraz wykazem skrotéw.

We wstepie Autorka omawia krotko nieswoiste choroby zapalne jelit w aspekcie ich
epidemiologii, etiopatogenezy, nastepnie ich obraz kliniczny i leczenie. Zawiera w tych roz-
dziatach podstawowe i najwazniejsze informacje, stusznie nie rozbudowujac nadmiernie tej
czesci teoretycznej. W nastepnym podrozdziale rozdziatu ,,1. Wprowadzenie” omawia kierunki

badan w poszukiwaniu nowych terapii, w tym nanoczastki, formulacje liposomowe i preparaty



metali. Wykazuje sie w tych podrozdziatach duzg wiedzg specjalistyczng, jednoczesnie nie me-
czac czytelnika nadmiernymi szczegdtami.

Nastepnie Doktorantka formuiuje zatozenia i cele badawcze rozprawy doktorskiej. Cele
te sg skonstruowane w sposéb jasny i logiczny. Gtéwnym celem pracy doktorskiej byto poszu-
kiwanie nowych mozliwosci terapeutycznych NChZl, ktore pozwolityby zwiekszyé efektywnosé
leczenia, jednoczesnie minimalizujac dziatania niepozadane wystepujgce przy obecnie stoso-
wanych terapiach. Natomiast cele szczegdtowe to: 1) Ocena mozliwosci wykorzystania terapii
liposomowej dla zoptymalizowania leczenia choréb ukfadu pokarmowego — przeglad litera-
tury, 2) Enkapsulacja liposomowa zwigzkow aktywnych i ocena jej skutecznosci w mysim mo-
delu stanu zapalnego jelita, 3) Scharakteryzowanie nanoczastek srebra zsyntetyzowanych przy
uzyciu ekstraktu z czarnej porzeczki w modelach in vitro oraz w mysim modelu stanu zapal-
nego jelita, 4) Zbadanie nowo zsyntetyzowanego kompleksu ztota (Ill) w modelach in vitro oraz
in vivo.

W kolejnym duzym rozdziale ,,3.Materiat i Metody” Autorka omawia przygotowanie
preparatow, w tym liposomow, nanoczastek srebra, zwigzkdw kompleksowych ztota (I11) — TGS
121. Przygotowanie nanoczastek srebra oraz zwigzkow ztota miato miejsce w ramach wspdt-
pracy z Wydziatem Inzynierii i Technologii Chemicznej Politechniki Krakowskiej im. Tadeusza
Kosciuszki oraz jednostka innowacyjno-wdrozeniows Inwex Sp. z 0.0. z Kiele. W kolejnym pod-
rozdziale autorka opisuje modele komdrkowe, w tym hodowle komdrkowa, badanie cytotok-
sycznosci preparatow za pomoca testu wychwytu czerwieni obojetnej, test Griessa. Nastepny
rozdziat to omowienie modeli zwierzecych, w tym: warunki hodowli, opis mysiego modelu
stanu zapalnego jelit wywotanego przez TNBS, a nastepnie DSS, ocena makroskopowa w mo-
delu TNBS oraz DSS, ocena mikroskopowa, oznaczenie aktywnosci mieloperoksydazy. Dokto-
rantka przybliza nastepnie czytelnikowi oznaczenia biomolekularne, w tym ocene parametrow
stresu oksydacyjnego, izolacje RNA, odwrotnej transkrypcji i real-time PCR. Wszystkie te me-
tody Doktorantka opisuje wystarczajgco doktadnie dla czytelnika a jednoczesnie opisy te nie
s przetadowane nadmiarem szczegotow, ktére mogtyby spowadowaé niezrozumiatosc lub
stabg czytelnosé tego rozdziatu.

Na koricu czesci metodycznej przedstawia metody statystyczne uzyte do obliczenia wy-
nikow. Zastosowane testy statystyczne sg adekwatne do badanego materiatu. Na szczegdlng
uwage w tym podrozdziale zastuguje zastosowanie testu Grubbsa jako metode pozwalajacy

na statystycznie zasadne usuwanie wartosci odstajacych oraz po to, aby zidentyfikowad



skrajnie odchylone wyniki w analizowanym zbiorze danych. lest to szczegdlnie cenny test w
badaniach laboratoryjnych, gdyz niejednokrotnie zdarza sie, ze pojedyncze wyniki skrajnie od-
biegajace od pozostatych potrafig znacznie ,przesuna¢” érednig, jednoczesnie zwiekszajac od-
chylenie standardowe, co przyczynia sie do zafatszowania rzeczywistych wynikéw i/lub utraty
znamiennosci statystyczne;.

Rozprawa powstata na podstawie 4 znakomitych prac opublikowanych w czasopi-
smach z listy filadelfijskiej o wysokich lub bardzo wysokich wspétczynnikach oddziatywania:

1. Krajewska J, Bartoszek A, Fichna J. (2018) New trends in liposome-based drug deliv-
ery in colorectal cancer. Mini Rev Med Chem. 2019;19(1):3-11. doi:
10.2174/1389557518666180903150928. Epub 2018 Sep 3. PMID: 30179131 Wspdtczynnik
wptywu IF 2019 2,733; pkt MNiSW 70 (stan na 2019 rok).

2. Krajewska JB, Pietruszka P, Tomczyk D, Chen C, Owczarek A, Karolewicz B, Czapor-
Irzabek H, Gorniak A, Fichna J. (2019) Evaluation of the effect of liposomes loaded with chloro-
genic acid in treatment of 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid-induced murine colitis. J Physiol
Pharmacol. 2019 Apr;70(2). doi: 10.26402/jpp.2019.2.10 Wspdtczynnik wptywu IF 2019 2,644;
pkt MNiSW 70 (stan na 2019 rok).

3. Krajewska 1B, Dtugosz O, Sataga M, Banach M, Fichna J. (2020) Silver nanoparticles
based on blackcurrant extract show potent anti-inflammatory effect in vitro and in DSS-in-
duced colitis in mice. Int J Pharm. 2020 Jul 30;585:119549. doi:
10.1016/j.ijpharm.2020.119549. Epub 2020 Jun 15. PMID: 32554032 Wspdtczynnik wptywu IF
2020 5,875; pkt MNiSW 100 (stan na 2020 rok)

4. Krajewska 1B, Wtodarezyk J, Jacenik D, Kordek R, Taciak P, Szczepaniak R, Fichna J.
(2021) New Class of Anti-Inflammatory Therapeutics Based on Gold (Ill) Complexes in Intesti-
nal Inflammation-Proof of Concept Based on In Vitro and In Vivo Studies. Int J Mol Sci. 2021
Mar 18;22(6):3121. doi: 10.3390/ijms22063121. PMID: 33803793 Wspdtczynnik wplywu IF
2021 6,208; pkt MEiN 140 (stan na 2021 rok).

taczny IF z tych 4 opublikowanych prac wynosi 17,460, co w sposob jednoznaczny okre-
sla niezwykle wysoki poziom rozprawy doktorskiej.

W szczegolnie interesujgcym rozdziale , Wyniki i dyskusja”, Autorka streszcza cztery
publikowane przez siebie prace, omawiajac cztery gtéwne aspekty swoich badan. W zakresie
nowych strategii w leczeniu raka jelita grubego w oparciu o liposomy opiera sie na swojej pracy

przegladowej ,New trends in liposome-based drug delivery in colorectal cancer”, w ktérej



omawia badania dotyczace wykorzystania liposomow dla skutecznego dostarczenia lekow
przeciwnowotworowych w raku jelita grubego (RIG), a takze opisuje wyniki doswiadczen ,,in
vitro” oraz ,in vivo” | preparaty, ktdre sg juz w stadium badan klinicznych. Autorka podkresla,
ze stan zapalny jest nierozerwalnie zwigzany z karcynogenezg, a ogélnoustrojowy stan zapalny
ma szeroko zakrojony wptyw na rozwaoj RIG, wigczajac takie zjawiska jak inwazja komarek no-
wotworowych guza pierwotnego, proliferacja, angiogeneza i metastaza oraz hamowanie prze-
ciwnowotworowej odpowiedzi odpornosciowej. Wymienia trzy typy zapalenia zwigzane z RIG:
przewlekte zapalenie poprzedzajace nowotworzenie, zapalenie wywotane przez guz nowo-
tworowy, a takie zapalenie spowodowane terapia przeciwnowotworowg. Szczegolnym przy-
padkiem nowotworzenia uwarunkowanego zapaleniem jest RIG zwigzany z zapaleniem jelita
grubego, przy czym NChZJ zwieksza ryzyko wystapienia RJG okoto 2 = 3 krotnie. Dlatego sku-
teczna terapia NChZl to takie skuteczna profilaktyka przeciw RIG.

W oparciu o literature Autorka wykazata, ze dostarczanie chemioterapeutykow enkap-
sulowanych w liposomach znaczaco zwieksza skutecznosc dziatania lekéw, a takie przeciw-
dziata chemioopornosci, szczegdlnie jesli wykorzystane sg metody celowanego dostarczania
liposomow. Jest to zagadnienie szczegolnie wazne w dobie wzrastajgce]j lekoopornosci. Dok-
torantka przedyskutowata takze proby enkapsulacji wiecej niz jednego chemioterapeutyku w
jednym preparacie.

Badania z zakresu wykorzystania liposomow w terapii choréb zapalnych Autorka opi-
sata w artykule ,Evaluation of the effect of liposomes loaded with chlorogenic acid in treat-
ment of 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid-induced murine colitis”, Wyniki uzyskane w mo-
delu zwierzecym byty zaskakujgce, gdyz liposomy zawierajgce mesalazyne wykazaty nie-
znaczne dziafanie przeciwzapalne. Na podstawie tych badan, jak réwniez innych przytoczo-
nych przez Doktorantke wysunieto podejrzenie, ze doszto do nagromadzenia liposomodw na
powierzchni btony sluzowej, lecz substancja czynna nie zostata dostarczona do tkanki. Zasto-
sowanie liposomow z kwasem chlorogenowym o dziataniu przeciwzapalnym w modelu zapa-
lenia jelit nasilifo objawy stanu zapalnego. Autorka wskazuje, ze kazdy aspekt przygotowania
preparatow ma wplyw na ich dziatanie, dlatego wérdd przyczyn mozna rozwazyé nieodpo-
wiedni skiad lub proporcje lipidow. Mimao to, terapia liposomowa daje wiele mozliwosci, dla-
tego warto jg wziaé pod uwage w przysziosci.

Autorka badata antyoksydacyjne wiasciwosci ekstraktow roslinnych. Zastosowata je do

przygotowania preparatéow nanoczgstek srebra. Badania te zawarta w artykule pt. ,5Silver



nanoparticles based on blackcurrant extract show potent anti-inflammatory effect in vitro and
in DSS-induced colitis in mice”. Zwigzki aktywne obecne w ekstraktach roslinnych zapewniaja
efektywnosc, wydajnosc oraz przyjaznosc dla srodowiska. Potaczenie srebra i ekstraktu roélin-
nego w nanoczastkach pozwala na wykorzystanie réznych wiasciwosci korzystnych dla lecze-
nia stanu zapalnego jelit. Autorka przetestowata 2 zawiesiny o réznych rozmiarach nanocza-
stek srebra: o $rednicy 95 nm (Ag95) oraz o $rednicy 213 nm (Ag213). Lepszy okazat sie Ag213,
ktory byt efektywny w stezeniach >1 ppm i stosowany w wyzszych stezeniach nie powodowat
cytotoksycznosci. In vivo, w mysim modelu zapalenia jelita wywotanym przez DSS, Ag213 wy-
kazat silniejsze dziatanie przeciwzapalne niz Ag95.

Doktorantka badata tez dziatanie kompleksu ztota (Ill), TGS 121, w modelach zapalenia
jelit, ktory podawany dozotgdkowo wykazat dziatanie przeciwzapalne in vitro oraz in vivo, przy
czym efekt byt bardziej znaczacy przy uzyciu wyzszej dawki. Badania te opublikowata w pracy
pt. ,New Class of Anti-Inflammatory Therapeutics Based on Gold (lll) Complexes in Intestinal
Inflammation - Proof of Concept Based on In Vitro and In Vivo Studies”. W celu zaobserwowa-
nia zmian zachodzace pod wptywem TGS 121, Badaczka oznaczata stezenie hemoksygenazy,
aktywnosc katalazy, peroksydazy glutationowej oraz cyklooksygenazy-1 i cyklooksygenazy-2,
a takze stgzenie zredukowanej i utlenionej formy glutationu. Najbardziej jednoznaczne zmiany
wystapity w przypadku hemooksygenazy, gdyz jej stezenie znaczgco obnizyto sie wraz z wysta-
pieniem stanu zapalnego, natomiast leczenie przy uzyciu TGS 121 spowodowato jego istotny
wzrost.

Badania Doktorantki prowadzone w ramach pracy doktorskiej stanowia istotny ele-
ment poszukiwan w dziedzinie poprawy skutecznosci leczenia w NChZJ oraz inspiracje do dal-
szych prac. Dotychczasowe wyniki leczenia w NChZJ, wiaczajac leczenie biologiczne sg niewy-
starczajgce. Dlatego prezentowane w pracy doktorskiej wyniki stanowig istotny wktad w roz-
woj metod terapeutycznych w tych ciezkich i ucigzliwych chorobach. Naleiy podkresli¢, ze
zadne z prezentowanych tu badar nie jest powtdrzeniem, nawet z modyfikacja, badan prowa-
dzonych gdzie indziej wczesniej. Przeciwnie, wszystkie opisane wyniki wnoszg nowe informa-
cje, ktore moga stuzyc udoskonalaniu terapii NChZJ i dajg podstawy do dalszych analiz. Czesé
pracy dotyczaca badan nad technikami z uzyciem liposoméw moze przyczynic sie do optyma-
lizacji tej technologii. Zwigzki kompleksowe ztota nie byly dotychczas badane w zapaleniach
jelit, dlatego wyjatkowo interesujacy jest mechanizm dziatania TGS 121. Podobnie preparaty

nanoczastek srebra otrzymane metodg przyjazng dla srodowiska sa zupetnie odmienne od



lekdéw obecnie stosowanych w NChZl. Te nowatorskie technologie moga przyczynic sie do op-

tymalizacji terapii chorodb zapalnych, zwtaszcza w trudnych przypadkach.

PODSUMOWANIE

Rozprawa doktorska Pani lek.mgrinz. Julii Krajewskiej oparta na cyklu publikacji, w kto-
rym Doktorantka odgrywa wiodaca role wnosi istotny wktad do wiedzy na temat NChZJ oraz
ich leczenia. Nalezy podkreslic, ze badania prowadzone przez Doktorantke, sg bardzo orygi-
nalne, nowatorskie, bardzo interesujgce z punktu widzenia naukowego oraz niezwykle wazne
z punktu widzenia klinicznego. Przedstawione sg w sposob klarowny i ciekawy. Czytelnik za-
poznaje sie z nimi z duzym zainteresowaniem, przy czym Autorka dba o to by wszystko byto
zrozumiate. Uktad pracy nie budzi zadnych zastrzezen. Cele pracy sg jasno sformutowane, me-
todyka wystarczajaco szczegotowo przedstawiona a wyniki i dyskusja przedstawiajg najistot-
niejsze elementy wczesniej opublikowanych prac. Dodatkowo dotgczony jest spis pisémiennic-
twa zawierajgcy prace najblizsze tematom opracowywanym przez Autorke. Wiasciwe jest
umieszczanie w tekscie cytowan. Praca jest napisana dobrym jezykiem, bez bteddw, co po-
zwala na tatwa percepcje poruszanych zagadnien,

Na uwage zastuguje bardzo duza dojrzatosé naukowa Doktorantki, ktéra potrafita bar-
dzo dobrze zaplanowac badania, nastepnie w sposéb profesjonalny je przeprowadzic, opraco-
wac | wyciggnac wiasciwe wnioski. Widoczna jest ostroznosc naukowa Doktorantki i wasciwy
dystans do prowadzonych przez siebie badan, a takze duzy obiektywizm. Dodatkowym rzadko
spotykanym atutem Doktorantki jest fakt, ze jest Ona zaréwno lekarzem jak réwniez inzynie-
rem, co pozwala lej prowadzi¢ badania zaréwno z punktu widzenia medycznego jak i technicz-
nego.

Nize] podpisany Recenzent ,niestety” nie znalazt zadnych uchybien w rozprawie dok-
torskiej lek. mgr inz. Julii Krajewskiej. Na swoje usprawiedliwienie Recenzent niniejszej pracy
doktorskiej moze jedynie stwierdzi¢, ze Recenzenci, ktorzy dopuscili do publikacji cztery prace
wchodzgce w sktad cyklu zapewne réwniez mieli o nich bardzo dobre zdanie.

Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie kilku problemoéw naukowych, wykazuje duza
wiedze Kandydatki zarowno teoretyczng jak i praktyczng (o czym Swiadczy wiasciwe zaplano-
wanie i przeprowadzenie badan) oraz wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia

pracy naukowej.



Rozprawa spetnia ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreélone w
art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytutach naukowych (Dz.U. nr 65, poz. 595
z pozn.zm.). Liczne zalety pracy upowainiaja mnie do postawienia wniosku o wyroznienie.

Dlatego mam zaszczyt wnies¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w todzi wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej pt. ,Opracowanie nowych form
terapii celowanej nieswoistych choréb zapalnych jelit o zwiekszonej biodostepnosci i efektyw-
nosci terapeutycznej w oparciu o zwigzki pochodzenia roslinnego i kompleksy metali oraz for-
mulacje liposomowe” autorstwa lek. mgr inz. Julii Krajewskiej i dopuszczenie jej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Ponadto zwracam sie z proéba do Wysokiej Rady Nauk Me-

dycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi o wyrdznienie tej pracy.

Z wyrazami szacunku

Prof. dr hab.n.med. i n o zdr. Marek Waluga




