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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani lek. mgr inz. Julii Krajewskiej
pt. ,Opracowanie nowych form terapii celowanej nieswoistych choréb zapalnych
jelit o zwi¢kszonej biodostepnosci i efektywnosci terapeutycznej w oparciu
o0 zwigzKi pochodzenia roslinnego i kompleksy metali oraz formulacje
liposomowe” przedlozonej Radzie Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego

w Lodzi celem uzyskania stopnia naukowego doktora nauk farmaceutycznych

Wrzodziejace zapalenie jelita grubego oraz choroba Le$niowskiego-Crohna zaliczaja sie
do nieswoistych choréb zapalnych jelit. Sg to schorzenia o nadal niewyjasnionej etiologii, ktére
charakteryzujg si¢ przewleklym stanem zapalnym blony $luzowej i podsluzowej jelita lub
wszystkich warstwa wybranego fragmentu sciany przewodu pokarmowego. W przebiegu
nieswoistych choréb zapalnych jelit wystepuja zaostrzenia oraz okresy remisji o réznym
okresie/czasie trwania. Warto zaznaczy¢, ze choroby te naleza do czynnikéw ryzyka rozwoju
nowotworow jelita grubego. Majac na uwadze ograniczong skuteczno$é dostepnej farmakoterapii
celowym jest poszukiwanie strategii terapeutycznych opartych na nowych mechanizmach
dziatania oraz opracowywanie nowych formulacji dla znanych lekow.

W tym kontekscie recenzowana praca wpisuje si¢ w glowny nurt dzialalnosci naukowej
Zakladu Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, jakim jest badanie patofizjologicznych
podstaw choréb przewleklych o podlozu zapalnym oraz poszukiwanie nowych podejsé
terapeutycznych w leczeniu choréb zapalnych jelit. Tematyka dysertacji jest niezwykle
interesujgca pod wzgledem naukowym i klinicznym.

Liczaca 106 stron rozprawa ma charakter komentarza do spdjnego tematycznie cyklu
czterech publikacji, skladajacego si¢ ze i) streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykazu
skrotow, wprowadzenia, zalozen i celu rozprawy, opisu materiatéw i metod, opisu wynikéw
badan i dyskusji, podsumowania, wskazania Zrédet finansowania zrealizowanych badan
1 pismiennictwa (42 aktualne pozycje), if) zgod wydanych przez Lokalng Komisje Etyczna do
Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach z siedziba przy Uniwersytecie Medycznym w Eodzi, iii)
oswiadczen wspétautoréw, okreslajacych wklad w powstanie artykuléw, stanowiagcych
podstawe rozprawy oraz iv) kopii czterech publikacji.
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We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem. Analiza o$wiadczen
Doktorantki oraz wspétautorow w sposéb jednoznaczny potwierdza wiodgcg role lek. mgr
inz. J. Krajewskiej w powstanie publikacji bedacych podstawg dysertacji, co w Swietle
wieloautorskiego charakteru prac zastuguje na szczegblne podkreslenie. Doktorantka
uczestniczyla m.in. w zebraniu materialéw zrodlowych do pracy przegladowej, zaplanowata
doswiadczenia, zrealizowala badania, przeprowadzila statystyczng analize danych,
opracowala manuskrypty.

We wprowadzeniu Doktorantka bardzo zwi¢zle podaje informacje na temat epidemiologii,
etiopatogenezy, obrazu klinicznego oraz aktualnych metod leczenia nieswoistych chordb
zapalnych jelit. Réwnie skrétowo, ale i rzeczowo, zaprezentowala kierunki badan nad bardziej
skutecznymi strategiami leczenia. Autorka wskazata rowniez najczesciej stosowane sposoby
celowanego dostarczania substancji aktywnych do zmienionego zapalnie jelita oraz wskazala
na przeciwzapalne wlasciwosci wybranych metali szlachetnych.

Cel swoich badan Doktorantka zdefiniowala jako poszukiwanie nowych mozliwosci
terapeutycznych nieswoistych chordb zapalnych jelit, ktére pozwolityby zwiekszy¢
efektywnos$¢ leczenia, jednoczesnie minimalizujac dziatania niepozgdane, towarzyszgce
obecnie stosowanym lekom. Kolejno, autorka krétko omawia metodyke i przedstawia,
w sposob zwiezly, wyniki i ich dyskusj¢ (4 strony). Integralng i gtéwng czescig rozprawy sg
4 publikacje, ktore ukazaly si¢ drukiem w latach 2019-2021. Otwierajgca cykl praca
przegladowa ukazala si¢ w czasopismie z obszaru chemii medycznej Mini Rev. Med. Chem.
(IF = 2,733). Kolejne trzy publikacje majg charakter oryginalnych prac eksperymentalnych
i zostaly ogloszone w wydawnictwach z obszaru farmakologii i biologii molekularne;j,
tj. J. Physiol Pharmacol. (IF = 2,644), Int. J. Pharm. (IF = 5,875) i International Journal of
Molecular Sciences (IF =6,208). Laczny wspolczynnik oddziatywania prac, bedacych
podstawa rozprawy doktorskiej wynosi 17,46, co odpowiada liczbie 380 punktow MNIE.

Lektura pracy przegladowej dowodzi, ze podejmujgc prace nad rozprawg autorka
dysponowata wiedza na temat korzysci wynikajacych z dostarczania chemioterapeutykow
o dziataniu przeciwnowotworowym w postaci liposoméw. Wiedze te, $wiadoma ograniczen
technologicznych dotyczacych liposoméw, postanowita wykorzystaé realizujgc pierwszy cel
swoich badan. W pierwszej pracy eksperymentalnej autorka podjeta si¢ oceny skutecznosci
wykorzystania mesalazyny i kwasu chlorogenowego enkapsulowanych w liposomach
w mysim modelu zapalenia jelita grubego indukowanym podaniem kwasu
trinitrobenzenosulfonowego (TNBS). Struktura oraz wtasciwosci fizykochemicze liposoméow,
w sposob bezsprzeczny, zostaly potwierdzone uznanymi metodami dzigki wspolpracy z prof.
Bozeng Karolewicz z Uniwersytetu Medycznego im. Piastéow Slaskich we Wroclawiu.
Jednak, jak stwierdzita autorka ,,Wyniki uzyskane w modelu zwierzecym byly zaskakujgce.”
Liposomy zawierajace mesalazyn¢ wykazaly nieznaczne dzialanie przeciwzapalne, natomiast
zastosowanie liposomow z kwasem chlorogenowym nasilato objawy stanu zapalnego.

Drugi obszar tematyczny dotyczyl oceny wiasciwosci przeciwzapalnych nanoczgstek
srebra uzyskanych przy wykorzystaniu wihasciwosci redukujacych ekstraktu z czarnej
porzeczki. Ten watek tematyczny, opierajacy si¢ o ciekawy i przyjazny dla srodowiska
sposob otrzymywania nanoczastek, jest wynikiem wspolpracy z zespolem prof. Marcina



Banacha z Politechniki Krakowskiej. W swoich badaniach autorka poddala ocenie
bezpieczenstwo oraz aktywno$¢ przeciwzapalng dwoch preparatow  zawierajacych
nanoczgstki srebra o Srednicy 95 nm (Ag95) i 213 nm (Ag213). Ocen¢ bezpieczenstwa
nanoczgstek przeprowadzita metoda in vitro, po 48-godzinnej ekspozycji komodrek
makrofagowej linii RAW264.7, przy uzyciu testu wychwytu czerwieni obojetnej (NRU).
Natomiast ocen¢ reakcji zapalnej in vitro, w linii makrofagowej RAW264.7 stymulowanej
lipopolisacharydem, prowadzita dokonujac oznaczen zawartosci azotynéw metoda
kolorymetryczng. Zastosowanie odczynnika Griessa umozliwito przeprowadzenie ilosciowej
oceny tlenku azotu uznanego za marker stanu zapalnego. Doktorantka udowodnila, ze
zawiesiny zawierajace dwa rodzaje nanoczastek zahamowaly wytwarzanie tlenku azotu.
Korzystniejszy profil bezpieczenstwa wykazal preparat zawierajacy nanoczgstki Ag213.
W kolejnym etapie Doktorantka okreslita wlasciwosci przeciwzapalne nanoczgstek srebra
w modelu in vivo (po podaniu dojelitowym). Jako model badawczy zastosowata 7-dniowy
mysi model stanu zapalnego jelit wywotany podaniem soli sodowej siarczanu dekstranu
(DSS). Jako probe kontrolng zastosowano 0,9% roztwor chlorku sodu. Analize
przeprowadzono na podstawie makroskopowej, mikroskopowej i biochemicznej oceny
tkanek, pozyskanych po zakonczeniu eksperymentu, wykorzystujagc odpowiednio skale
punktowg oraz stosujagc metody spektrofotometryczne (do oceny m.in. aktywnosci
mieloperoksydazy). Efektem przeprowadzonych doswiadczen jest obserwacja, ze nanoczgstki
Ag 213 charakteryzuja si¢ korzystniejszym profilem bezpieczenstwa in vitro oraz wykazuja
silniejsze dziatanie przeciwzapalne in vivo niz nanoczastki Ag95. Uzyskane wyniki
potwierdzaja tez¢ o zaleznosci efektu zapalnego od rozmiaru nanoczgstek. Natomiast
okreslenie roli ekstraktu z czarnej porzeczki oraz preparatu srebra w obserwowanym efekcie
przeciwzapalnym wymaga dalszych badafn. Ewentualng synergie miedzy dzialaniem
przeciwzapalnym skladnikéw aktywnych ekstraktu z czarnej porzeczki oraz srebra w postaci
nanoczgstek mozna byloby okresli¢ dokonujac niezaleznej oceny efektu przeciwzapalnego
tych komponentéw oraz ich lacznego podania. Powyzsza uwaga nie umniejsza faktu, ze
uzyskane wyniki wprowadzaja novum w temacie zastosowania formulacji, zawierajgcych
srebro w leczeniu choréb jelit o podtozu zapalnym.

Trzeci watek tematyczny podjety przez Doktorantke dotyczyl oceny aktywnosci
przeciwzapalnej nowego kompleksowego zwigzku ztota III [Au(CN)4]2 (C102)Na (TGS 121),
w modelach zapalenia jelita. Preparat do badan uzyskano dzigki wspélpracy z firmg
innowacyjno-wdrozeniowa Inwex Sp. z o.0. z siedzibg Kielcach. Doktorantka ponownie
dowiodla opanowania metod stuzacych: i) ocenie bezpieczenstwa zwiazkéw o aktywnosci
biologicznej z wykorzystaniem testu NRU, ii) ocenie produkcji tlenku azotu w te$cie Griessa
z wykorzystaniem linii makrofagowej stymulowanej lipopolisacharydem, iii) ocenie zmian
makroskopowych i1 mikroskopowych w mysim modelu stanu zapalnego wywotanym
podaniem DSS, iv) weryfikacji wplywu zwiazkéw chemicznych na funkcje tkanek jelita,
prowadzac pomiar aktywnosci mieloperoksydazy oraz v) okreSleniu wplywu zwigzku
TGS 121 na parametry stresu oksydacyjnego (katalaza, GSH, GSSG, GPX, Cox1, Cox2).

Autorka wykazata znaczacy efekt przeciwzapalny nowego kompleksowego zwigzku zlota
III w modelu in vitro oraz w mysim modelu zapalenia jelita po podaniu dozotgdkowym.
W badaniach biochemicznych, majacych przyblizy¢ molekularny mechanizm dziatania



przeciwzapalnego zwiazku TGS 121, Doktorantka zaobserwowala, ze zwigzek ten zwieksza
aktywnos¢ hemooksygenazy. Natomiast analiza ekspresji genéw kodujgcych bialka,
regulujace funkcje¢ bariery jelitowej, wskazata, ze zwigzek TGS 121 podwyzsza obnizong
w procesie zapalnym ekspresj¢ klaudyny 15. Zapewne dalsze badania nad mechanizmem
dzialania przeciwzapalnego nowego kompleksu ztota sg konieczne, jednak dokladna lektura
publikacji bedacej czgécig rozprawy, potwierdza zrozumienia przez autorke zlozonego
charakteru proceséw zapalnych jelit. Otwiera to perspektywe na opracowanie bardziej
celowanych sposobéw leczenia nieswoistych choréb zapalnych jelit. Ten aspekt pracy jest
szczegolnie oryginalny i budzi moje zainteresowanie.

Chce zwréci¢ uwage, ze realizacja ambitnych celow badawczych zaprezentowanych
w ocenianej dysertacji byla mozliwa dzieki wsparciu finansowemu z Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej, w ramach projektu Team koordynowanego przez prof. Jakuba Fichne, Narodowego
Centrum Nauki oraz Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Oceniam przedstawiong prace jako bardzo dobrg. Doktorantka z sukcesem zrealizowala
zalozony cel. Zakres zastosowanych metod jest prawidlowy. Pewien niedosyt budzi skrétowy
opis metod dotyczacy m.in. doboru dawek badanych zwigzkow (mesalazyna, kwas
chlorogenowy), sposobu opracowania formulacji do badaf in vivo zawierajagcych nanoczgstki
srebra. Ulatwieniem w analizie wynikéw byloby wprowadzenie odwotania
w sekcji ,,Wyniki i dyskusja” do konkretnych rycin w publikacjach stanowigcych integralng
cze$¢ rozprawy. Przedstawione uwagi nie wpltywajg na warto$¢ merytoryczng pracy. Autorka
jednoznacznie udowodnita umiejetnosé interpretacji wynikdw, a wnioski zostaly prawidtowo
wyprowadzone.

Lektura przedlozonej do oceny rozprawy sklonita mnie do zdefiniowania ponizszych
problemow, mogacych by¢ punktem wyjscia do dyskusji z Doktorantkg:

1) planujac otrzymanie nowych formulacji do zastosowan w farmacji coraz wigksza
uwage zwraca si¢ obecnie na kwestie ekologii i ograniczenia stosowania toksycznych
rozpuszczalnikow i reagentow; czy opracowujgc formulacje oparte na liposomach
konieczne jest zastosowanie chloroformu?

2) prosze o rozwinigcie mysli zawartej w stwierdzeniu ,,antyoksydacyjne wiasciwosci
ekstraktéw roslinnych zastosowano do przygotowania preparatow nanoczgstek
srebra”?

3) krytycznym parametrem w rozwoju kandydatow na lek jest ich stabilno$¢ chemiczna
1 bezpieczenstwo; czy analizowano stabilno$¢ chemiczng zwigzku TGS 121 w osoczu?
Czy prowadzono ocen¢ cytotoksycznosci nowych preparatow (nanoczastek srebra,
kompleksu zlota) wobec innych linii komérkowych niz mysia linia makrofagowa, np.
ludzkich hepatocytéw, czy tez poddano ocenie wplyw na obraz krwi?

4) zapewne ze wzgledu na rekomendacje Lokalnej Komisji Etycznej ocene efektu
przeciwzapalnego nowych preparatéw metodami in vivo prowadzono wobec tzw.
kontroli solnej (0,9 % roztwér NaCl); majac mozliwosé poszerzenia grup zwierzat
laboratoryjnych, jakie substancje referencyjne nalezaloby zastosowaé dla
potwierdzenia skutecznosci nanoczastek srebra i kompleksow ztota?



Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi stawiane
dysertacjom doktorskim przez ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym, w zwiazku
z czym zwracam si¢ do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
o dopuszczenie lek. mgr inz. Julii Krajewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Majac na uwadze oryginalno$¢ badan zaprezentowanych w rozprawie, ich wysoka warto$é
merytoryczng, fakt realizacji badaf w interdyscyplinarnym zespole badawczym i integracje
w rozprawie wiedzy z obszaru chemii bioorganicznej, biochemii, technologii postaci leku
i farmakologii eksperymentalnej; réwniez potencjal aplikacyjny uzyskanych wynikéw
1 wspélprace z prywatnymi jednostkami naukowo-wdrozeniowymi, wnioskuje o wyréznienie
rozprawy doktorskiej pani Julii Krajewskiej.
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