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Recenzja pracy na stopien doktora nauk medycznych
mgr Malgorzaty Maraj
pt.: ,,Wptyw podania rywaroksabamu na rozwdj i przebieg

eksperymentalnego zapalenia trzustki”.

Ostre zapalenie trzustki w krajowych badaniach epidemiologicznych

wskazujg, [z Polska ma jeden z najwyzszych wspotczynnikow
zachorowalnosci w Europie. Gtéwng przyczyng ostrego zapalenia trzustki
w populacji polskiej jest kamica zétciowa w 1/3 a alkohol w ¥4 przypadkéw.
Czynnikiem wyzwalajacym ostre zapalenie trzustki moze byé stosowanie
wigkszosci lekoéw, ale jedynie w 2% przypadkéw. 10% zapalen ma postaé
idiopatyczng. Trzustka jest gruczotem niezwykle aktywnym produkujacym
w ciggu godziny okoto 20mg biatek enzymatycznych na 1 gram suchej
masy. Regulacja wydzielania soku trzustkowego odbywa sie przy udziale
licznych hormondw, aktywacji nerwéw cholinergicznych, ale takze przy
udziale osrodkowego ukladu nerwowego, za posrednictwem wagalnego
kompleksu grzbietowego pnia mézgu. W ostrym zapaleniu trzustki rozdziat
nieaktywnych biatek enzymatycznych i hydrolaz w aparacie Golgiego
zostaje zaburzony co skutkuje uaktywnieniem enzyméw trawiennych i
samostrawieniem trzustki i okolicznych tkanek. Poza silng reakcja
miejscowa, nierzadko wystepuje

uogolniona reakcja zapalna z

niewydolnoscig wielonarzadowsa i z zaburzeniami krzepniecia. U wiekszosci



przebieg ostrego zapalenia trzustki (OZT) ma charakter tagodny,
aczkolwiek w postaci ciezkiej $miertelnos¢ jest znaczna i wynosi od 30 -
60%. Pomimo postepu medycyny nadal nie ma specyficznego leczenia
ostrego zapalenia trzustki.

Zagadnienia zwigzane z etiologia i patogenezg OZT stanowig ciggle
aktualny przedmiot badan w wielu o$rodkach naukowych na swiecie,
zajmujgcych sie badaniami podstawowymi w tym zakresie medycyny.
Dyzertacja zostata wykonana w wiodacym osrodku w skali kraju i
publikujgcym w renomowanych, swiatowych czasopismach wyniki
uzyskanych badan doswiadczalnych. Dlatego tez, z prawdziwym
zainteresowaniem podjetam sie recenzji rozprawy doktorskiej magister
Matgorzaty Maraj. Doktorantka postanowita wyjasni¢ w eksperymentalnym
zapaleniu trzustki udziat leku przeciwzakrzepowego i przeciwzapalnego,
rywaroksabanu, inhibitora czynnika Xa, na rézne mediatory uczestniczgce
w procesie zapalnym trzustki.

Przedstawiona mi do recenzji praca posiada typowy ukiad rozpraw
doktorskich. Sktada sie ze wstepu oraz rozdziatéw, ktére sg poswiecone
celowi pracy, materiatom i metodom badan wraz z wynikami, dyskusja,
wnioskami oraz spisem piSmiennictwa. Do rozprawy dofgczono
streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim oraz wykazy opisanych
skrotéw, tabel i rycin.

We wstepie Doktorantka wprowadza nas w zagadnienia
wspdiczesnych pogladéw na epidemiologie ostrego zapalenia trzustki u
ludzi. Omawia zwigzek OZT ze stresem oksydacyjnym i przybliza role i
zrodta reaktywnych form tlenu i ich wplyw na dysfunkcje organelli
komorkowych. Bardzo szczegdtowo omawia enzymy uczestniczgce w
procesach oksydoredukcyjnych w ustroju. Ocenia korzystne znaczenie
dysmutazy ponadtlenkowej w réznicowaniu postaci OZT u ludzi. Z kolei
wybor MDA do oznaczen, moze by¢ dobrym wskaznikiem okreslajgcym
poziom stresu oksydacyjnego. Nastepnie Autorka przybliza szczegétowo

zwigzek pomigdzy procesami: zapalnym i prozakrzepowym w ostrym



zapaleniu trzustki. Omawia doktadnie bardziej lub mniej korzystne dziatanie
lekow przeciwzakrzepowych np.: acekumarolu, warfaryna i heparyny.
Wigcej uwagi poswieca rywaroksabanowi, lekowi doustnemu, inhibitorowi
czynnika Xa o réwnoczesnym dziataniu przeciwzapalnym. W obszernym
wstepie Doktorantka omawia wiele modeli eksperymentalnego ostrego
zapalenia trzustki sugerujgc, iz najwtasciwszym jest model ceruleinowy,
poniewaz pozwala on uzyskac rézny stopien nasilenia zapalenia. Ceruleina
jest analogiem cholecystokininy i wywoluje hiperstymulacije czesci
zewnatrzwydzielniczej trzustki.

Oceniajgc ogdlnie cato$é wstepu, nalezy podkresli¢, ze Zapoznaje on
czytelnika z zakresem wyczerpujacej, aktualnej wiedzy i szerokim spektrum
badan dotyczacych ostrego zapalenia trzustki. Przedstawione przez
Autorke teorie i cytowane doniesienia 83 wynikami najnowszych
migdzynarodowych badan i publikacji naukowych z ostatnich lat w zakresie
tej tematyki.

Cele pracy Autorka zawarta w pigciu punktach dotyczgcych dwoch
zasadniczych czgsci badan. Celem pierwszej czesci byto sprawdzenie na
podstawie parametréw biochemicznych, badania histopatologicznego
skrawkow, badah w homogenatach trzustki oraz przeptywow krwi w
gruczole po wywotaniu ostrego zapalenia ceruleing u szczurdw, ktére przed
indukcjg zapalenia otrzymywatly rywaroksaban. Celem drugiej czesci badan
byta obserwacja w kilku dobach przebiegu ostrego zapalenia trzustki
wywotanego ceruleing u zwierzat, ktére otrzymywatly codziennie lek
poczgwszy od 2 doby od momentu zainicjowanej hiperstymulacji.

W' rozdziale materiat i metody zawarto szczegotowy opis
eksperymentu, ktdrego protokédt zostat zatwierdzony przez | Lokalng
Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie, Pozwolenie
143/2018 wydane 30 maja 2018 roku.

Badania wykonano na 248 szczurach rasy Wistar, ktore
przechowywano w standaryzowanych warunkach doswiadczalnych,
temperatury, wilgotnosci i o$wietlenia. Zwierzeta podzielono w | czesci



dos$wiadczenia na 8 grup. Kazdej grupie doswiadczalnej odpowiadata grupa
kontrolna zwierzat zdrowych, otrzymujgcych fizjologiczng sél i z
pozorowaniem zabiegu. Podobnie, schemat drugiej czesci badan, w ktérym
obserwowano przebieg eksperymentalnego procesu zapalenia zostat
zaplanowany wiasciwie. Do badan pobierano krew z aorty, zyly gtéwnej
dolnej, wazono trzustke, badano przeplywy oraz zabezpieczano materiat do
badan histopatologicznych oraz badahn wykonywanych w homogenatach
tkankowych. Autorka w swoich badaniach postuzyla sie parametrami
zwigzanymi z procesami zapalnymi i krzepliwoscig. Oznaczata INR, D-
dimery, w badaniu hist-pat. oceniata nacieki zapalne, wakuolizacje, ogniska
krwotoczne i martwice pecherzykédw. W probkach krwi badata aktywnosé
lipazy, amylazy, interleukiny 1-beta, w homogenatach tkankowych,
dwualdehyd malonowy aktywno$¢ dysmutazy sodowej, mieloperoksydaze
w neutrofilach. Badata takze przeplywy naczyniowe w trzustce. Oznaczenia
wykonywano przy uzyciu standaryzowanych metod.

Wyniki poddano analizie statystycznej z podanym btedem
stanardowym przy uzyciu programu GraphPad Prism (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA), wykorzystujgc analize wariancji oraz test Tukey'a.
Roznice byly istotne statystycznie, jesli warto$¢ p byta mniejsza niz 0,05.

Wyniki przedstawiono na czytelnych 22 rycinach i w dwéch tabelach.

W pierwszej czesci badan nie wykazano zmian w zakresie INR
zarowno po samym leku jak i w grupach po indukowanym zapaleniu z
uprzednim stosowaniem leku. Swiadczy to o braku istotnych zaburzen
zewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia i ewentualnego ryzyka krwawien.
D-dimery w grupach z zapaleniem byly wysokie i uprzednie podanie
rywaroksabanu nie miato istotnego wpltywu na wyniki co wskazuje na
nasilone procesy krzepniecia i fibrynolizy. W tej czesci pracy dawki 5 i 20
mg rywaroksabamu u szczuréw z zapaleniem dziataty korzystnie na

obnizenie amylazy, interleukiny 1 beta, dwualdehydu malonowego,



mieloperoksydazy oraz wzrostu SOD. Te wyniki wskazywalyby na
korzystne dziatanie tych dawek leku na procesy utleniania lipidéw,
wlasciwosci enzymu zmiatajgcego wolne rodniki i obnizenie prozapalnych
wiasciwosci interleukiny. Zdolnosci utleniajgce granulocytéw na podstawie
oznaczen MPO réwniez ulegty ostabieniu. Masa trzustki najmniej wzrosta
przy stosowaniu niskich dawek lekua a w badaniu histopatologicznym
obserwowano mniejszy obrzek i mniej naciekdw co korespondowato z
Zzachowanym przeptywem naczyniowym.

W drugiej czesci eksperymentu juz po wywotanym zapaleniu trzustki
ryboksaban wyraznie poprawia badane parametry w 3 i z powrotem do
wartoéci wyjsciowych 5, 7 i 10 dobie. Tu najskuteczniejszg dawkg okazata
sie 20 mg.

W  dyskusji Autorka w sposéb systematyczny, obiektywnie
ustosunkowuje sie do przedstawionego materiatu i uzyskanych wynikow
swoich badan. Doktorantka na podstawie swoich wynikéw uwaza, iz w
przebiegu ostrego zapalenia trzustki bardzo skuteczny jest rywaroksaban.
W dyskusji przytacza szereg publikacji u ludzi stosowania tego leku np. w
zespotach wieficowych, migotaniu przedsionkéw, w profilaktyce udaréw,
zatorowosci ptucnej czy zakrzepicy zylnej.

Podsumowujgc, Doktorantka oparta swojg analize o 216 publikacii
naukowych poswigconych temu zagadnieniu i cytowanych w tej pracy. W
szerokim wprowadzeniu analizuje ostre zapalenie trzustki, czynniki i zmiany
na poziomie komdrkowym oraz mozliwosci badan i przebiegu w trakcie
stosowania lekdéw przeciwkrzepliwych. Prace konczy 5 wnioskéw
wysnutych na podstawie przeprowadzonych badan, uzyskanej analizy
wynikow i odpowiadajacych postawionym celom pracy.

Recenzowana praca liczy 104 strony komputerowego maszynopisu w ktérej
znajdujg sie wspomniane uprzednio rozdziaty; wnioski, streszczenia, wykaz
skrotéw i rycin oraz tabel i spis piSmiennictwa. Znakomita wiekszo$é
cytowanych publikacji pochodzi z renomowanych czasopism zagranicznych



ogtoszonych drukiem w ciggu ostatnich kilku lat. Praca jest napisana w
sposdb zwiezly, przejrzysty z rozlegtg znajomoscig tego nowatorskiego i
dos¢ trudnego tematu w dziedzinie nauk podstawowych.

Z obowigzku Recenzenta, musze odnies¢ sie do pojedynczych
bledéw w maszynopisie, ktére $g moim zdaniem przypadkowe: np. str..35,,
dawka 5, 20,100mg/kg/dawke napisano a powinno byé ..kg/masy ciata.
Wiersz 4 strona 13 maszynopisu cyt.,, liczba leukocytéw <4000 lub >1200”
a powinno byé > 12000.

Uwazam réwniez, ze w publikacji do druku dobrze bytoby umiesci¢ opisy
pod dwoma rycinami hist.pat. z zaznaczeniem obrzgku, wakuolizacj,
naciekow.

Waznym podkreslenia jest fakt, ze prezentowany materiat jest pionierski i
bardzo interesujgcy i moze by¢ przedstawiamy z powodzeniem na kazdym
kongresie naukowym.

Oceniania dyzertacja doktorska mgr Malgorzaty Maraj jest
samodzielnym dorobkiem naukowym Autorki, ktéra wykazuje dobrze
ugruntowang wiedze w badanej dziedzinie, a takze umiejetnosé
prowadzenia badan naukowych. Rozprawa spetnia warunki okreslone w
art.13 ust.1 z dnia 14 marca o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (.Dz.U.z 2017 r. poz.1789).

Stawiam, przeto wniosek Wysokiej Radzie Dyscyplin  Nauk
Medycznych  Collegium  Medicum Jagiellofiskiego ~ Uniwersytetu
Medycznego w Krakowie 0 jej przyjecie i dopuszczenie magister Matgorzaty
Maraj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Prof. dr hab. n. med. Krystyna Zwirska -Korczala



