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Recenzja
rozprawy doktorskiej p.t.: ,, The effect of rosemary and lemon balm extracts and rosmarinic
acid on collagen type | metabolism in fibroblasts from Osteogenesis Imperfecta patients”,
wykonanej Joanne Sutkowska-Skolimowska, pod kierunkiem

przez Panig mgr

Pani dr hab. n. med. Anny Galickie;j.

Melisa lekarska (Melissa officinalis L.) — roslina o wielokierunkowym potencjale terapeutycznym

— przejawia m.in. wilasciwosci antyoksydacyjne, hipoglikemizujgce, hipolipemizujace,

hepatoprotekcyjne, moczopedne, neuroprotekcyjne, przeciwbakteryjne, przeciwbdlowe,

przeciwdepresyjne, przeciwlekowe, przeciwhistaminowe, przeciwpasozytnicze,
przeciwwirusowe, regulujgce trawienie, spazmolityczne, tonizujgce czy uspokajajgce. Aktywnosé
antyoksydacyjng wykazuje takze rozmaryn lekarski (Rosmarinus officinalis L.) — pluripotentny
surowiec farmaceutyczny — cechujacy sie m.in. dziataniem antyoksydacyjnym, detoksykujacym,
hepatoprotekcyjnym,
nefroptorekcyjnym, przeciwdrobnoustrojowym, przeciwmutagennym, przeciwnowotworowym,
uv i
jonizujacego, stabilizacyjnym w odniesieniu do bfon biologicznych. Stanowigcy aktywny sktadnik

diuretycznym, hipoglikemizujacym, kardioprotekcyjnym,

przeciwwrzodowym, protekcyjnym wzgledem promieniowania promieniowania

wymienionych roslin leczniczych kwas rozmarynowy cechuje sie znaczagcym potencjatem —

antyoksydacyjnym, hepatoprotekcyjne, kardioprotekcyjne, nefroprotekcyjne,

przeciwalergicznym, przeciwdepresyjne przeciwnowotworowym, przeciwzapalnym,
stymulujgcym biosynteze kolagenu, cechujac sie wysoce korzystnym wptywem w odniesieniu do
schorzen zwigzanych z uogdlnionym stanem zapalnym oraz zaburzeniem czynnosci ukfadu
degradacji

pozakomédrkowej. Dlatego tez prdoba zastosowania oraz oceny oddziatywania przez Doktorantke

immunologicznego, zaburzeniom biosyntezy i makroczgsteczek macierzy
ekstraktu z rozmarynu (Rosmarinus officinalis L.), ekstraktu z melisy {Melissa officinalis L.) czy
kwasu rozmarynowego wzgledem fibroblastéow, stanowigcych jedno z wiodacych ,Zrédet”
kolagenu typu |, ktérego zaburzona biosynteza jak i zmiany jakoSciowe czy tez iloSciowe
towarzyszg schorzeniu Osteogenesis Imperfecta. Powyzszym zagadnieniem poswiecony jest
przedtozony do recenzji manuskrypt rozprawy doktorskiej, ktdrej temat, stanowigcy rozwiniecie
realizowanej — przez Autorke pracy Panig mgr Joanne Sutkowskg-Skolimowska we wspotpracy
z Panig promotor dr hab. n. med. Anne Galickg — problematyki badawczej, uznac¢ nalezy za trafny,
zgodny z aktualnym stanem wiedzy i kierunkiem wspodtczesnych badan biomedycznych.
Rozprawe doktorskg stanowig dwie, powigzane tematycznie publikacje eksperymentalne,
zamieszczone na tamach prestizowych, o miedzynarodowym zasiegu czasopism, takich jak
Pharmaceutics (wartos¢ wspoétczynnika Impact Factor = 6,525; punktacja MNiIE = 100; rok 2021)
i International Journal of Molecular Sciences (warto$¢ wspétczynnika Impact Factor = 6,208;
punktacja MNIE = 140; rok 2022), znajdujacych sie na tzw. Liscie filadelfijskiej. Wartosc¢
wspotczynnika oddziatywania (IF) wynosi 12,733, za$ punktacja MNIE jest rowna 240. Pani mgr
Joanna Sutkowska-Skolimowska jest pierwszg Autorkg przytoczonych publikacji. Wskazane przez
Doktorantke publikacje oryginalne uzupetnione zostaty Oswiadczeniami pierwszej Autorki jak
i Wspotautorow (zgodnie z ktédrymi wktad Pani mgr Joanny Sutkowskiej-Skolimowskiej
w planowanie badan, w wykonywanie eksperymentow, w analize statystyczng, interpretacje
wynikow oraz redagowanie manuskryptéw, ktéry okreslita na 60%) oraz okresleniem Zrddta
(granty 11/IMSD/G/2019, 04/IMSD/G/2021
w ramach programu operacyjnego wspotfinansowanego z srodkéw Unii Europejskiej).

finansowania zaplanowanych doswiadczen

Rozdziat Introduction efektywnie wdraza czytelnika w problematyke dysertacji, syntetycznie
charakteryzujac schorzenie — Osteogenesis imperfecta, biosynteze i degradacje kolagenu typu |,
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mutacje gendéw kolagenu typu | czy tez zagadnienia stresu siateczki sSrodplazmatycznej i szlaku

adaptacyjnej odpowiedzi na stres. Omawiany rozdziat konczy Autorka syntetyczng

charakterystykag farmakoterapii (algorytmow aktualnie stosowanych oraz potencjalnie

proponowanych do wdrozenia w przysztosci) wrodzonej tamliwosci kosci.
pracy,

i przekonywujgco uzasadnita. Dla realizacji ambitnego, nadrzednego zadania badawczego,

Z trescig
wspomnianego rozdziatu koresponduje cel ktéry Autorka jasna sprecyzowata
podjeta Pani Magister szereg dziatan doswiadczalnych zaaprobowanego przez Komisje
Bioetyczng Uniwersytetu Jagielloriskiego oraz — o realizacji ktérych powiadomiono Komisje
Bioetyczng Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach. | tak, nie ograniczyta sie
Doktorantka w — wymagajgcych znacznego zaangazowania oraz — umiejetnosci praktycznych —
doswiadczeniach do zastosowania pieciu pierwotnych linii fibroblastéw skéry , powigzanych”
z wybranymi mutacjami [Ol type | (exon 5, c. 459 del T); Ol type Il 1 (exon 38 Gly691Cys); Ol type
Il 2 (exon 23, Gly352Ser); Ol type Il 1 (exon 45, Gly901Ser); Ol type Il 2 (exon 52, ly1448Val)],
fibroblastow pobranych od chorych z Ol lecz takie w celach kontrolnych uwzglednita
wykorzystanie prawidtowych komérek linii CCD25Sk and CRL-1474, nie wykluczajac przy tym
implementacji fibroblastow pobranych od oséb zdrowych. Opracowanie oraz fachowa analiza
zastosowanych ekstraktdw z rozmarynu oraz z melisy przeprowadzona zostata w oparciu
o implementacje techniki tgczonej, z zakresu chemii analitycznej, obejmujacej zastosowanie
chromatografii cieczowej, detektora fotodiodowego i spektrometrii mas. Nie nalezy takze
pomija¢ innych — co wymaga i zastuguje na szczegdlne podkreslenie — zastosowania przez
Doktorantke licznych — wymagajacych interdyscyplinarnej wiedzy i wybitnych umiejetnosci
praktycznych — metod/technik, do ktérych zaliczy¢ nalezy m.in. test MTT, Real-time PCR,
elektroforeze w zelu poliakrylamidowym, western blot, ELISA, mikroskopie konfokalng, izolacje
frakcji subkomorkowych, zymografie, jednoczynnikowg analize wariancji oraz test Tukey’a.

Autorka — stosujagc wymieniong i precyzyjnie dobrang, rozbudowang procedure
eksperymentalng — wykazata m.in.: — redukcje badZ eliminacje ilosciowego zaburzenia puli
kolagenu typu | (w odniesieniu do fibroblastow, ktérych wystepowaniem cechujg sie organizmy
chorych z wrodzong tamliwoscig kosci typu 1), co znalazto wyraz w pobudzeniu biosyntezy
omawianego biatka tacznotkankowego oraz zmniejszeniu aktywnosci metaloproteinaz
macierzowych (MMP-1, MMP-2 i MMP-9) — w wyniku zastosowania ekstraktu z rozmarynu,
ekstraktu z melisy (stezenia 0,1 pg/ml, 1 pg/ml ,10 pg/ml) oraz kwas rozmarynowy (stezenie 10
pM); —zmniejszenie akumulacji powstatego w wyniku mutacji kolagenu typu |, w odniesieniu do
fibroblastéw, ktorych wystepowaniem cechujg sie organizmy chorych z wrodzong tamliwosciag
kosci typu Il i typu Il [w wyniku zastosowania ekstraktu z rozmarynu (stezenia 50,00 pg/ml,
100,00 pg/ml)], indukcje zjawiska autofagii, wzrost wartosci ilosciowej relacji LC3-1I:LC3-I,
degradacje receptora p62 oraz kolokalizacje kolagenu typu |, lipidowej postaci biatka LC3 (LC3-
Il) czy lizosomalnej btonowe] glikoproteiny typ 2A; — redukcje ekspresji proapoptotycznego
biatka z rodziny Bcl-2 — Bax, biatka homologicznego C/EBP (CHOP), rozszczepionej kaspazy 3,
w wyniku zastosowania ekstraktu z rozmarynu (stezenia 50,00 pg/ml, 100,00 pg/ml).
Zrealizowane doswiadczenia pozwolity na realizacje nadrzednego zadania badawczego
okreslonego w celu pracy. Nowatorski charakter oraz niezaprzeczalna, innowacyjna naukowa
warto$¢ uzyskanych wynikéw umozliwity opublikowanie artykutdow — poprzedzone recenzjami
wykonanymi przez miedzynarodowy zespot ekspertéow — w renomowanych czasopismach co
istotnie podnosi ocene merytoryczng dokonan Doktorantki. Natomiast, lektura rozprawy
nasuwa pewne sugestie/watpliwosci, ktére tytutem wytgcznie przemyslenia przedstawiam,

zawazywszy, ze podjety przez Doktorantke temat bedzie bez cienia watpliwosci kontynuowany:
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1.Sformutowane przez Doktorantke konkluzje [nr 1 oraz nr 2 (pierwsze zdanie)] — okresli¢ nalezy
mianem powtdrzenia uzyskanych wynikéw badan;

2.Czerpigc inspiracje z dorobku (J Pathol. 2002 Feb;196(2):235-7. doi: 10.1002/path.1030.) Pani
dr hab. n. med. Anny Galickiej — promotora rozprawy doktorskiej — uznanego eksperta
zajmujgcego problematykg Osteogenezie Imperfecta — proponowatbym ocene oddziatywania
zastosowanych w doswiadczeniach stanowigcych podstawe rozprawy ekstraktéw z rozmarynu,
z melisy oraz kwasu rozmarynowego, takze wzgledem osteoblastéw.

3.Proponowatbym ponadto rozszerzenie opisanej procedury badawczej o ocene wptywu
zastosowanych w doswiadczeniach ekstraktédw z rozmarynu, z melisy oraz kwasu
rozmarynowego o ekspresje inhibitoréw tkankowych TIMP-1i 2.

4.Zwazywszy, iz, komoérki hodowane na ptaskich podtozach mogg cechowac sie
zmodyfikowanymi metabolizmem czy ekspresja gendw, nie w petni odwzorowujac srodowisko
ustroju cztowieka, proponowatbym rozwazenie zastosowania hodowli tréjwymiarowej,
zapewniajgcej mozliwos¢ ,funkcjonowania” komdrek w srodowisku znaczgco zblizonym do
warunkéw ustroju ludzkiego;

5.Wyniki uzyskane w nastepstwie zastosowania metod — ELISA (ocena iloSciowa prokolagenu
typu 1) oraz zymografia (ocena aktywnosci MMPs) — mozna by poréwnac z tymi uzyskanymi
w nastepstwie zastosowania techniki rezonansu plazmonéw powierzchniowych, zwazywszy
zalety tej ostatniej techniki (w tym m.in. wysoka czuto$é, mozliwos¢ oceny kinetycznej w czasie
rzeczywistym, relatywnie niskie wykorzystanie materiatu biologicznego).

6.Pomijajac fakt ewolucji polskiego jezyka naukowego proponowatbym unikanie nastepujacych
sformutowan: ,,....przyciggajq szczegdlng uwage farmaceutow...”; ,..poziomu ekspresji
markerdw proapoptotycznych...”; ,....poziom catkowitego biatka....”.

Podsumowujac omoéwiony cykl doswiadczen, wspoéttworzacych rozprawe doktorska Pani mgr
Joanny Sutkowskiej-Skolimowskiej, stwierdzam, iz wyniki badan Doktorantki cechujgc sie
aplikacyjnym charakterem — poprzez dziatania ukierunkowane na potencjalne zastosowanie
surowcow roslinnych oraz opracowanie innowacyjnych produktéw leczniczych pochodzenia
naturalnego w terapii wrodzonej tamliwosci kosci — reprezentujg istotny i oryginalny wktad do
wspotczesnych nauk farmaceutycznych i medycznych. Stwierdzam ponadto, iz rozprawa
doktorska Pani mgr Joanny Sutkowskiej-Skolimowskiej, noszaca tytut: , The effect of rosemary
and lemon balm extracts and ras marinie acid on collagen type | metabolism in fibroblasts from
Osteogenesis Imperfecta patients” spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2022 r., poz. 574 ze zm.). Podkreslajac
interdyscyplinarny aspekt przeprowadzonych badan oraz aplikacyjny charakter uzyskanych
wynikéw przez Doktorantke, pod opieka Pani dr hab. n. med. Anny Galickiej, przedktadam Panu
Wydziatu Oddziatem

— Panu prof. dr hab. Wojciechowi Miltykowi, wniosek nie tylko o dopuszczenie Pani mgr Joanny

Dziekanowi Farmaceutycznego z Medycyny Laboratoryjnej

Sutkowskiej-Skolimowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, lecz takzie

0 wyrdznienie niniejszej rozprawy.

Elektronicznie podpisany przez

Pawe* Olczyk Pawet Olczyk
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