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Prof. dr hab. Agnieszka Marczak
Przewodniczgca Komisji Uniwersytetu tédzkiego
d/s Stopni Naukowych

w dyscyplinie Nauki Biologiczne

Recenzja pracy doktorskiej mgr Agaty lzabeli Tomaszewskiej pt. ,,Stan zapalny w chorobie
miazdzycowej: rola zespofu metabolicznego wywotanego przez skfadniki Helicobacter
pylorii diete oraz propozycja terapii przeciwzapalnej”.

Praca doktorska mgr Agnieszki Tomaszewskiej ma charakter zbioru dwdch publikacji
uzupetnionych nieopublikowanymi danymi eksperymentalnymi zawierajac ich wykaz ze
szczegdtowymi danymi, streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku angielskim,
wykaz skrétéw, wstep, uzasadnienie podjecia tematu, hipotezy badawcze, cele pracy
doktorskiej, materiaty i metody, wyniki wraz z tekstem publikacji, podsumowanie
wynikow, dyskusje, pismiennictwo, dorobek naukowy oraz zatgczniki. Praca jest
przygotowana bardzo starannie i przejrzyscie, publikacje sg spdjne tematycznie i wynikajg
z konsekwentnej linii badawcze;j.

Dwie prace wtaczone do rozprawy doktorskiej to’:

Helicobacter pylori components increase the severity of metabolic syndrome and its
hepatic manifestations induced by a high fat diet. Tomaszewska A, Gonciarz W, Rechcinski
T, Chmiela M, Kurdowska AK, Krupa A. Sci Rep. 2024 Mar 8;14(1):5764. doi:
10.1038/s41598-024-56308-7.

Targeted and safe delivery of colchicine via polymeric nanocarriers for potential
atherosclerosis therapy with in vitro and in vivo evaluation. Tomaszewska A, Kost B,
Brzezinski M, Nowicka M, Krupa M, Rechcinski T, Balcerzak t, Glinska S, Chmiela M, Krupa
A. Sci Rep. 2025 Aug 26;15(1):31334. doi: 10.1038/s41598-025-16131-0.

Obie publikacje to prace oryginalne, z ktorych jedna byfa juz opublikowana w chwili
zgtaszania doktoratu, a obecnie obie s3 juz opublikowane w Scientific Reports, ktore jest
bardzo dobrym czasopismem klasyfikowanym w pierwszym kwartylu czasopism
interdyscyplinarnych i wysoko punktowanym (140) w klasyfikacji Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyziszego. W obu pracach doktorantka jest zaréwno pierwszg jak i
korespondencyjng autorka. Podkresla to jej kluczowy i wiekszosciowy wktad w wykonanie



GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

KATEDRA | ZAKLAD BIOCHEMII

Debinki 1, 80-211 Gdarisk

tel.: 58 349 14 60, 58 349 14 64

e-mail: bioch@gumed.edu.pl, www: bioch.gumed.edu.pl
Kierownik: Prof. dr hab. Ryszard T. Smoleriski

tel. 58 349 14 62, e-mail: rt.smolenski@gumed.edu.pl

przedstawianych badan oraz ich przedstawienie w publikacjach. Potwierdzone to jest
réwniez w zatgczonych oswiadczeniach wspotautoréw publikacji.

Gtéwnym zagadnieniem ktérego dotyczy praca doktorska jest analiza roli i mechanizméw
indukowanych przez zakazenie Helicobacter pylori oraz diety wysokottuszczowej na
proces miazdzycowy. Szczegdétowo zbadano reakcje zapalng indukowana przez
rozpuszczalne komponenty Helicobacter pylori w rozwoju miazdzycy poprze indukcje
uszkodzenia s$rddbtonka, zespotu metabolicznego i sttuszczenia watroby. Jednym z
zatozen byt istotny udziat inflamosomu NLRP3 w aktywacji makrofagéw i ich
przeksztatceniu w komorki piankowate oraz mozliwosci modulacji stanu zapalnego przez
zastosowanie kolchicyny dostarczanej w formie nanoczgstek polimerowych.

Miazdzyca stanowi jedno z najwazniejszych wyzwan wspétczesnej medycyny. Wiemy jak
mozna opdznié ten proces przez ograniczanie wptywu modyfikowalnych czynnikéw ryzyka
oraz zmniejsza¢ Smiertelnos¢ konsekwencji miazdzycy takich jak zawat serca czy udar
mozgu. Nie ma jednak sposobu na odwrdcenie procesu miazdzycowego, czy w petni
skutecznego zapobiegania. Dlatego kazde badanie identyfikujagce czynniki i ich
mechanizmy, a zwilaszcza proponujgce strategie terapeutyczne jest niezwykle wazne i
moze nas przyblizy¢ do rozwigzania tego niezwykle waznego problemu. Praca doktorska
mgr Agnieszki Tomaszewskiej jest waznym krokiem w tym kierunku.

Pod wzgledem metodycznym prace doktorska cechuje niezwykle szerokie spektrum
stosowanych procedur. Metodyka badan obejmowata hodowle komérkowe fibroblastow,
monocytéw oraz komérek srodbtonka, modele in vivo kawii domowej oraz myszy C57BL/6
zakazonych eksperymentalnie H. pylori. W badaniach tych stosowano stymulatory w
formie czastek pustych lub zatadowanych kolchicyna czastek poli_L-laktydu, kolchicyny, 7-
ketocholesterolu, LPS H. pylori lub E. coli oraz nigerycyny. Cze$é analityczna obejmowata
immunoenzymatyczny test ELISA do oceny stezenia LDL i rozpuszczalnego ICAM-1,
barwienie immunofluorescencyjne preparatéw cienkowarstwowych do oceny depozycji
utlenionego LDL, ekspresji ICAM, peroksydacji lipidéw i apoptozy w aorcie, pomiar
sztywnosci naczyn u zwierzat z wykorzystaniem metody pletyzmografii naczyniowej,
barwienie histochemiczne skrawkéw watroby wraz z oceng sttuszczenia, skaningowg
mikroskopie elektronowg preparatéw watrobowych, ocene aktywacji inflamasomu NLRP3
w komodrkach monocytarno-makrofagowych, pomiar stezenia ludzkiej IL-1B, ocene
transformacji makrofagéw w komoérki piankowate, ocene ekspresji transbtonowej formy
receptora  TREM2 w komdrkach monocytarno-makrofagowych, pomiar stezenia
rozpuszczalnej formy receptora TREM2, synteze nanoczastek polimerowych metoda
mikroprzeplywdw, pomiar stabilnosci nanoczastek polimerowych przy uzyciu DLS, pomiar
uwalniania kolchicyny z nanoczgstek polimerowych metodg spektrofotometryczna,



GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

KATEDRA | ZAKLAD BIOCHEMII

Debinki 1, 80-211 Gdarisk

tel.: 58 349 14 60, 58 349 14 64

e-mail: bioch@gumed.edu.pl, www: bioch.gumed.edu.pl
Kierownik: Prof. dr hab. Ryszard T. Smoleriski

tel. 58 349 14 62, e-mail: rt.smolenski@gumed.edu.pl

badanie cytobiokompatybilnosci in vitro przy uzyciu testu MTT, test aktywacji szlaku
sygnalowego NF-xB, z wykorzystaniem reporterowych monocytéw linii THP1-Blue, ocene
ultrastruktury komodrek monocytamo-makrofagowych eksponowanych na dziatanie:
kolchicyny, nanoczastek - pustych lub zatadowanych kolchicyng, przy uzyciu transmisyjnej
mikroskopii elektronowej, ocene bezpieczeristwa biologicznego oraz biodystrybucji in vivo
nanoczastek zawierajacych kolchicyne, ocene regulacji procesu transformacji makrofagow
THP1 w komoérki piankowate przez kolchicyne wolng lub zamknietg w nanoczgstkach
polimerowych.

Tak szerokie spektrum zastosowanej metodyki opanowanej przez Doktorantke obejmuje
peten zakres umozliwiajgcy w przysztosci kompetentne prowadzenie badan od
fizykochemicznych procedur tworzenia potencjalnych terapeutykéw, poprzez badania z
zastosowaniem modeli komérkowych oraz in vivo do kompleksowej biochemicznej i
strukturalnej analizy efektow biologicznych. Kluczowy wktad Doktorantki we wszystkich
etapach powstawania publikacji potwierdza kompetencje w zakresie analizy, prezentacji,
interpretacji i dyskusji danych badawczych.

W pierwszej publikacji stanowigcej czes¢ doktoratu celem byto okreslenie wptywu infekgji
H. pylori oraz udziatu konkretnych struktur chemicznych tworzonych przez ten patogen w
potagczeniu z dietg wysokottuszczowg na rozwdj objawdw watrobowego zespotu
metabolicznego. Badania te wykazaty, ze zakazenie H. pylori u zwierzat pozostajacych na
diecie wysokottuszczowej nasilito stres oksydacyjny i peroksydacje lipidow, a nastepnie
odktadanie sie lipidédw w $rédbtonku, nasilenie apoptozy komodrek srdodbtonka oraz
zwiekszong sztywnos$é naczyn. Analiza histopatologiczna watroby wykazata cechy zespotu
metabolicznego u zwierzat zakazonych H. pylori karmionych dietg wysokottuszczows.
Infekcja H. pylori jest wiec dodatkowym czynnikiem pogtebiajagcym watrobowy zespét
metaboliczny spowodowany dietg wysokottuszczowa.

Druga publikacja podkresla potencjat kolchicyny zamknietej w nanoczastkach jako
bezpieczniejszej i skuteczniejszej alternatywy dla wolnej kolchicyny w leczeniu
miazdzycowej choroby naczyiA. Chociaz kolchicyna jest znana ze swoich wfasciwosci
przeciwzapalnych, jej toksycznos¢ zalezna od dawki ogranicza jej dtugotrwate stosowanie
kliniczne. Aby rozwigza¢ ten problem, opracowano procedure efektywnego tworzenia
polimerycznych nanoczgstek zawierajgcych kolchicyne. Czastki takie zachowaty zdolnos¢
hamowania tworzenia komodrek piankowatych jednoczesnie znaczgco zmniejszajac
toksycznos$¢ wobec komérek eukariotycznych. Transmisyjna mikroskopia elektronowa
wykazata, ze komorki poddane dziataniu kolchicyny zwigzanej z nanoczgsteczkami
zachowaty prawidtowa morfologie, w przeciwienstwie do komdrek poddanych dziataniu
wolnej kolchicyny, ktéra szybko kumuluje sie wewnagtrzkomorkowo i zaburza funkcje.
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Badania in vivo potwierdzity bezpieczeAstwo stosowania preparatu, nie wykazujgc
negatywnego wplywu na watrobe, nerki ani serce. Badania biodystrybucji z
wykorzystaniem znakowanych fluorescencyjnie nanoczgsteczek dodatkowo sugerowaty
akumulacje w sercu i watrobie, co podkresla potencjat terapeutyczny nanoczasteczek z
kolchicyng w terapii choréb sercowo-naczyniowych. Formuta kolchicyny oparta na
nanoczasteczkach prezentuje korzystny profil skutecznosci i bezpieczeristwa, uzasadniajgc
dalsze badania przedkliniczne i kliniczne.

Najwazniejsze tezy przeprowadzonych badan to wykazanie, ze zakazenie H. pylori w
polaczeniu z dietg wysokottuszczowa nasila zmiany promiazdzycowe, takie jak zespdl
metaboliczny, zapalenie srédbtonka oraz sttuszczenie watroby. Zaobserwowano réwniez
ze LPS H. pylori i E. coli aktywujg inflamasom NLRP3 ktéry uczestniczy w transformacji
makrofagdw w komorki piankowate. Kolejne obserwacje dotyczg receptoréw TREM2
ktdre wystepujg w naczyniach oraz w formie rozpuszczalnej w surowicy u pacjentéow z
miazdzycg powiktang choroba niedokrwienna serca i zakazonych H. pylori. Ponadto
wykazano, ze ekspresja receptoréw TREM2 komarek linii monocytarno-makrofagowej jest
modulowana przez LPS H. pylori lub E. coli jak rowniez przez 7KCH. Bardzo waznym z
praktycznego punktu widzenia jest stwierdzenie, ze kolchicyna uwolniona/zwigzana z
nanoczastek zachowuje swojg aktywnos$¢ przeciwzapalng przy stabszym dziataniu
cytotoksycznym wobec komodrek eukariotycznych w warunkach dtugotrwatej eskpozycji
niz kolchicyna w formie wolnej.

Whnioski te sg solidnie poparte uzyskanymi wynikami i stanowig bardzo wazny wktad w
zrozumienie patogenezy zmian promiazdzycowych i samej miazdzycy. Ponadto, badania
zawarte w pracy doktorskiej proponujg nowe podejscie terapeutyczne ktére ma duze
szanse wdrozenia w niedalekiej przysztosci.

Chciatbym przedstawi¢ jedynie kilka drobnych uwag i pytan.

Czy préobowano zbada¢ wptyw antybiotykowej eradykacji H. pylori na zmiany
promiazdzycowe?

Jak powszechny moze by¢ aterogenny efekt obserwowany dla H. pylori i jego mechanizm
dla innych bakterii lub wiruséw? Krétko wspomniano o tej mozliwosci na str. 17, jednak
zagadnienie to jest warte szerszego omdwienia.

W ramach drobnych uwag chciatbym podkresli¢ pewne naduzywanie terminu tkanka np.
tkanka serca, tkanka watroby, tkanka aorty, tkanka naczyn. Nie jest to do konca
poprawne i lepiej jest pisa¢ w sercu, watrobie, aorcie, naczyniach.
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W streszczeniach i podsumowaniach lepiej jest nie uzywac niestandardowych skréotéw
ktére sg wprawdzie wyjasnione w pracy, ale nie zawsze ten element bedzie dostepny dla
czytajacych.

Wkradto sie troche niedoskonatosci edytorskich (np. paragraf 2 na str 29), czy niespdjnosc
odnosnie opisu wptywu H. pylori na apoptoze (w streszczeniu pracy 1 na str. 45 jest
impaired apoptosis, a powinno by¢ enhanced apoptosis).

Sugerowatbym réwniez nieco inny sposob pisania streszczern w publikacjach poswiecajac
wiecej uwagi nowym wynikom ktére zawiera praca, a mniej wprowadzeniu do badanego
problemu. Widaé pewna ewolucje, bo w pierwszej publikacji wprowadzenie zajmuje
ponad potowe streszczenia, a w drugiej wiekszo$¢ to juz opis wtasnych wynikéw. Nadal
jednak jest brak jasnego podziatu na wprowadzenie, metody, wyniki i wnioski. Taki
podziat réwniez w streszczeniach poprawia komunikatywnosé, co z kolei moze przyczynic
sie do czestszego cytowania.

W podsumowaniu chciatbym stwierdzi¢, ze praca doktorska mgr Agaty Tomaszewskiej
stanowi znaczacy wktad w zrozumienie mechanizméw zmian przedmiazdzycowych i
poszukiwanie nowych terapii. Oceniana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018
poz. 1668). Wnosze do Komisji Uniwersytetu tédzkiego do spraw Stopni Naukowych w
dyscyplinie Nauki Biologiczne o dopuszczenie mgr Agaty Tomaszewskiej do dalszych
etapow postepowania doktorskiego.

Biorgc pod uwage bardzo szeroki i interdyscyplinarny zakres stosowanej metodyki
opanowanej i wdrozonej przez Doktorantke, wysokg warto$s¢ naukowg prowadzonych
badan obejmujacych nie tylko koncowe efekty lecz réwniez ich mechanizmy, perspektywe
zastosowan praktycznych oraz publikacje uzyskanych wynikéw w bardzo dobrym
czasopisSmie przy niewatpliwie wiodacej roli doktorantki wnosze o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej.
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