Prof. dr hab. Krystyna Koziec

Katedra Fizjologii i Endokrynologii Zwierzat
Uniwersytet Rolniczy

Krakow

Recenzja

rozprawy doktorskiej pt "Wplyw jonéw cynku na aktywnosé niektérych niesterydowych
lekow przeciwzapalnych (NLPZ)" wykonanej przez Panig mgr Magdalene Jarosz w
Zaktadzie Radioligandéw Katedry Farmakobiologii Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium Medicum
pod kierunkiem Promotora Pana dr hab. Tadeusza Librowskiege, prof.UJ
oraz Promotora pomocniczego Panig dr hab. Katarzyne Mlyniee

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi formalne stawiane tego
rodzaju dzielom naukowym; stanowi zbiér pieciu publikacji opatrzonych obszernym opisem
celu, metodyki i wynikéw. Wszyscy wspotautorzy publikacji (w liczbie 20) zlozyli
odpowiednie o$wiadczenia o istotnym udziale Doktorantki w planowaniu eksperymentow, ich
wykonaniu i interpretacji wynikow. Publikacje zostaly wydane w latach 2013-2017, w
czterech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem.

Niesteroidowe leki  przeciwzapalne, ktérych dziatanie jako  inhibitorow
cyklooksygenazy prostaglandynowej, zostato scharakteryzowane przez Johna Vane ponad 45
lat temu, sa grupa specyfikéw przeciwzapalnych, przeciwbdlowych i przeciwgoraczkowych.
Nalezy jednak podkresli¢, ze pomimo ogromnych zalet, leki te moga wywolaé rézne skutki
uboczne wynikajace nie tylko z zahamowania badz calkowitego wyeliminowania
fizjologicznie aktywnych prostaglandym i tromboksanéw, ale takze z bezposredniego
dziatania miejscowego. Dotyczy to przede wszystkim ukltadu krwionoénego oraz przewodu
pokarmowego, gdzie dlugotrwale stosowanie NLPZ moze wywolaé uszkodzenia komérek, a
nawet zmiany krwotoczne. Ze wzgledu na réznorodnosé tych preparatoéw, powszechna
dostepnos¢ i niestety, takze propagowanie tylko ich zalet, nastgpilo niekontrolowane
naduzywanie lekow nawet przez dzieci i osoby w podesziym wieku.

Naukowcy 2z wielu osrodkow badawezych weigz poszukujg nowych form tych lekow i
zwracajg wigksza uwage na koniecznosé zmniejszania ich dawek oraz jednoczesne
stosowanie preparatéw ochronnych. Jednym z takich preparatow moze by¢ cynk, niezbedny w
wielu procesach fizjologicznych, a w ostatnich latach bedgcy wszechstronnie badany. Jednak,
wyniki badan opublikowanych w najnowszych pracach wyraznie wskazuja na koniecznosé
starannego doboru formy i dawki podawanego specyfiku, ktérego nadmiar moze powodowaé
utratg miedzi i czgsto przyczynié¢ sie do zwigkszonej zawartosci potencjalnie szkodliwych
metali w organizmie.

Dlatego tez uznaje podjecie przez Pania mgr Magdalene Jarosz proby poznania i
oceny skutkéw podawania NLPZ oraz ochronnego dziatania preparatéw cynku za istotne i
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mogace przyczyni¢ si¢ poszerzenia wiedzy o ich dzialaniu w roznych procesach
fizjologicznych.

Pani mgr Jarosz postawila sobie za cel zbadanie wszechstronnego dziatanie cynku w
organizmie szczuréw traktowanych réznymi niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi
(NLPZ).

Zrealizowanie tego celu Doktorantka oparfa na kilku cksperymentach, logicznie
zaprojektowanych, ktérych wyniki mialy ocenié¢ wptyw cynku na:

1.oslabienie stopnia indukowanego procesu zapalnego;

2. potggowanie przeciwobrzekowego | przeciwbdlowego dzialania ketoprofenu,
ibuprofenu i naproksenu;

3. Yagodzenie gastrotoksycznego dziatania tych lekéw;

4. poréwnanie dzialania cynku podawanego w formie mieszanek z lekami z efektem
wywolanym przez zsyntetyzowane kompleksy cynku i ibuprofenu oraz cynku i naproksenu;

5. oceng¢ stopnia akumulacji przewlekle stosowanego cynku w surowicy krwi i
zmineralizowanych fragmentach zotadka.

Wszystkie eksperymenty zostaty wykonane z uzyciem modelu Zwierzgecego szczurow
szczepu Wistar pochodzacych z certyfikowanej hodowli. Nalezy podkresli¢, ze zwierzeta byly
w okresie wzrostu, a wige ewentualne zmiany wywolane stosowanymi preparatami mogly by¢
szybko zauwazone. Preparaty cynku oraz kompleksy Zn i lekow NLPZ podawane byly
réznymi drogami: dozoladkowo i dootrzewnowo, w dawkach od 14,37 do 60 mg/kg,
jednorazowo, 3-4 krotnie, lub przewlekle przez 14 dni. Badano dzialanie trzech NLPZ -
ketoprofenu ( w 3 dawkach), ibuprofenu i naproksenu w jednej dawce.

Kompleksy cynku i ibuprofenu oraz cynku i naproksenu przygotowano w Zakladzie
Chemii Bioorganicznej UJ CM uzyskujac 2 mole zwigzkow wyjsciowych na 1 mol cynku,
weryfikacj¢ uzyskanych zwigzkéw przeprowadzono przy uzyciu analizy krystalograficzne;.

Pani mgr Jarosz zastosowala kilka sprawdzonych, uznanych metod do oceny reakcji
przeciwbolowej, przeciwobrzekowe;j i przeciwwrzodowej u szczuréw traktowanych réznymi
czynnikami doswiadczalnymi.

Dzialanie przeciwbolowe oceniano stosujac metode Randalla i Sellitto w tescie
karageninowym, w ktorym stopien reakcji bolowej okresla si¢ po wystapieniu odruchu
cofania i/lub wokalizacji. Dziatanie przeciwobrzekowe oceniano metodg Wintera i wsp, w
tescie karageninowym w ciagu 4 godzin. Dziatanie gastrotoksyczne stosowanych specyfikow
badano przy uzyciu metody Komatsu i wsp. po uplywie 24 godzin od testu karageninowego,
stosujac szesciopunktows skalg do oceny stopnia uszkodzenia blony sluzowej i zmian w
unaczynieniu $cian zotadka. Dodatkowo, Autorka podjela trud okreslenia stezenia Zn w
surowicy krwi oraz w zmineralizowanej tkance zoladka po przedluzonym podawaniu
preparatu cynku. Badania te wykonano przy uzyciu techniki atomowej spektrometrii
absorpcyjnej z atomizacja w plomieniu F-AAS.,

Pani mgr Jarosz oceniala efekty stosowanych lekéw, cynku i komplekséw cynku z lekami w
zaleznosci od dawki, czasu i sposobu podawania.

Uzyte metody s3 sprawdzone i odpowiednie do oznaczen badanych parametréw. Na
podkreslenie zastuguje zastosowanie nowoczesne) metody AAS i czesciowo zmodyfikowane;j
metody analitycznej Sadlika i wsp.



Ze wrgledu na wezesniejsza oceng uzyskanych wynikéw przez recenzentow kaidej z
pigciu publikacji nie bedg ich ponownie doglebnie analizowad. Uznaje jednak za stosowne
pozylywnie zaopiniowaé caly tbidr prac, ktérych dobér jest logiczny i wystarczajgcy do
okreslenia wainosci problemu naukowego stanowigcego podstawe rozprawy doktorskie;.
Pozytywnie oceniam takie metody wybrane do osiggnigcia zalozonego celu naukowego.

Krétkie podsumowanie osiagnietych wynikow opublikowanych w kolejnych
pracach naukowych

W pierwszej publikacji zatytulowanej "Influence of zinc hydroaspartate on the anti-
inflammatory and gastric activity of ketoprofen in rats" Gawel M. i wsp., Pharmacol. Rep.
2013, stwierdzono, ze cynk podawany przez krotki czas wspomagal przeciwobrzekowe,
przeciwbolowe dzialanie ketoprofenu. Ponadto, zasugerowano ochronne dziatanie cynku
podawanego dozotadkowo i dootrzewnowo na $luzdéwke zoladka.

W drugiej publikacji pt. " Chronic treatment with zinc hydroaspartate induces anti-
inflammatory and anti-ulcerogenic activity in rats" , Gawel i wsp., Pharmacol.Rep.2014,
potwierdzono przeciwrzodowe (ochronne) i przeciwzapalne dzialanie chronicznie
podawanego preparatu cynku Iacznie z ketoprofenem. Praca demonstrowala takze
odpowiednio zilustrowane zmiany w $luzéwee zotadka oraz wyniki dotyczace braku wzrostu
Stezenia Zn w surowicy krwi i fragmentach zmineralizowanego zoladka.

W trzeciej publikacji Doktorantka nie byla pierwszym autorem, ale opisane wyniki
dotyczyly poréwnania skutkéw podawania preparatéw cynku i1 ketoprofenu przez 14 i 28 dni.
Wbrew oczekiwaniom, przediuzenie podawania tych zwigzkéow o 14 dni nie zwigkszylo
obserwowanych skutkéw w poréwnaniu do efektow obserwowanych w krétszym czasie
podawania preparatéw. Autorzy zadali pytania dotyczace przyczyn takich rezultatow, ale
kierowali swoje zainteresowania raczej w strong poszukiwania innych preparatéw cynku i
modeli doswiadczainych. Szkoda, ze nie prébowano skupi¢ sie bardziej na poszukiwaniu
odpowiedzi na pytanie o nadmierng akumulacje metalu lub brak obnizenia stopnia
wchtaniania cynku, a co za tym idzie zmianami mi¢dzy innymi w aktywnosci wybranych
enzymow i/lub zaburzeniu stosunku Zn/Cu. Praca zostala opublikowana pt. "Differential
effects of zinc supplementation on the anti-inflammatory activity of ketoprofen in rats”,
Lipkowska A., Gawel M., i wsp. Acta Biol.Cracov. ser Zool. 2014,

W 2017 roku w Inflammopharmacology ukazata si¢ praca przeglagdowa pt.
"Antioxidant and antiinflammatory effects of zinc. Zinc dependent NF-kB signaling"
autorstwa Jarosz i wsp. Bedgc pierwszym autorem tej pracy przegladowej, Doktorantka
udowodnita swojg szerokg wiedze dotyczaca aktywnosci i znaczenia biologicznego cynku na
poziomie ustrojowym, narzadowym i komoérkowym. W interesujacy sposéb przedstawiono
udzial cynku w mechanizmach antyoksydacyjnych i interakcji z innymi zwigzkami
zaangazowanymi w te procesy. Nalezy podkresli¢ odpowiedni wybér procesow i adekwatny
do nich dobér publikacji poczgwszy od klasycznych opracowan sprzed poélwiecza, a
skoriczywszy na tych z ostatnich lat.



Takze w tym roku, 2017, Doktorantka wraz ze wsp. opublikowala w
Inflammopharmacology piata prace pt. "Evaluation of anti-inflammatory and ulcerogenic
potential of zinc-ibuprofen and zinc-naproxen complexes in rats", w ktorej poréwnano w/w
efekty cynku podawanego w formie komplekséw lub mieszanek z NLPZ. Interesujgcym jest
wykazanie istotnego efektu przeciwwrzodowego komplekséw cynku z lekami po
Jednorazowej suplementacji. Natomiast podany zwigzek cynku po trzykrotnym zastosowaniu
ibuprofenu i naproksenu (czyli w formie mieszanek) byt bardziej skuteczny niz w formie
komplekséw. Nalezy takze podkresli¢ istotne, z punktu widzenia potencjalnego pacjenta,
wysnute wnioski 0 mozliwosci zmniejszenia dawki z jednoczesnym wzrostem efektywnosci
podawanych preparatow.

Tak jak i w innych pracach, nasuwa sie mysl, aby wreszcie ujednolici¢ definicje czasu
stosowania czynnika eksperymentalnego-subchronicznego, przewleklego, chronicznego. Pani
mgr Jarosz uzywa sformulowania »Subchroniczny” do podawanych 3-4 dawek, a
»chroniczny” do 14-dniowego suplementowania cynku badz lekéw. Wedlug innych autoréw
3-4 dawki nie powinny by¢ okreslane jako subchroniczne stosowanie. Podobnie tez,
stosowanie leku/czynnika do 14 dni powinno okreslaé sie raczej terminem —,przedtuzone”.
Dopiero dluzsze, ponad czternastodniowe doswiadczenie moze byé traktowane jako
chroniczne. Ale dyskusje na ten temat trwajg od lat i wciaz naukowcey z réznych dziedzin
stosujg  zrOznicowang nomenklature. W przypadku  lekéw  przeciwbdlowych,
przeciwzapalnych, ktérych stosowanie jest zalecane dia pacjentéw nieraz przez wiele lat
dobrze byloby wyraznie okresli¢ jakie znaczenie ma termin , chroniczne stosowanie™.

Po dokladnej analizie wszystkich wynikéw mozna wysnu¢ nast¢pujgce wnioski:

1. Preparaty cynkowe wspomagaja procesy leczenia wrzodéw przewodu
pokarmowego prawdopodobnie poprzez zmniejszanie wydzielania kwasu solnego,
poprawiaja synteze metalotionein i prostaglandyny PGE;;

2. Cynk wykazywal rozny stopiefi efektu protekcyjnego i wspomagal aktywnosé
wybranych NLPZ w zaleznosci od drogi podawania, dawki i czasu dziatania;

3. Suplementacja cynku moze zabezpieczyé odpowiedni poziom tego metalu
niezbednego w procesach antyoksydacyjnych oraz modulowaniu ukladu
immunologicznego i endokrynnego;

4. Wyniki prezentowanych eksperymentow wyraznie wskazujg na szybki metabolizm
podawanych preparatéw cynkowych, ktére nie zostaly zakumulowane w
organizmie szczurdw;

5. Nalezy doktadnie zbada¢ procedure podawania komplekséw badz mieszanin
cynku z przeciwzapalnymi lekami i uzaleznié Ja od czasu podawania lekow;

6. Dokfadna ocena przemian zachodzacych w organizmie po podawaniu cynku i
NLPZ moze by¢ przydatna w prewenc;ji i tagodzeniu skutkéw ubocznych lekow.

Podsumowujgc, uwazam rozprawe doktorska za oryginalna, o uznanej wartosci
poznawczej, wnoszaca interesujace i unikatowe wyniki do peiniejszego poznania roli cynku w
modulowaniu pozytywnych i negatywnych skutkéw stosowania NLPZ.



Ponadto, wnioski wysnute przez Doktorantke w kazdej publikacji mogg byé pomocne
dla dobrania odpowiednich dawek, formy i czasu podawania farmaceutykéw, co bedzie
istotne zaréwno z medycznego jak i ekonomicznego punktu widzenia, Dlatego tez
pozytywnie oceniam wysilek Doktorantki i Promotorow wlozony w prowadzenie
eksperymentu, analiz z uzyciem nowoczesnej aparatury i przygotowanie kilku publikacji
stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej.

Uwagi, ktore umiescilam w recenzji wynikaly z obowigzku recenzenta, nie
umniejszaja one mojej pozytywnej oceny rozprawy doktorskie;j

Uwazam, ze oceniana praca spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Ustawie nr 595 o Tytule Naukowym i Stopniach Naukowych oraz Tytule i
Stopniach Naukowych w Dziedzinie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U.Nr 65 z
dnia 14.04.2003r.) wraz z pézniejszymi zmianami.

Dlatego tez zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum z prosba o dopuszczenie mgr
Magdaleny Jarosz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage nowatorskie podejécie do roli Zn w modulowaniu aktywnosci
wybranych niesteroidowych lekow przeciwzapalnych, kompleksowosé zagadnien objetych
badaniami, ktérych wyniki stanowig podstawg rozprawy doktorskiej, pracochlonnosé,
starannos¢ oraz umiejetno$¢ wspélpracy z innymi osrodkami naukowymi poddaje pod obrady
Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego wniosek o wyréznienie niniejszego dzieta

naukowego.
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