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W zalaczeniu przesylam recenzje rozprawy doktorskiej recenzje rozprawy doktorskiej mgr Marty
Iwanickiej pt. ,Nowe spojrzenie na przeciwplytkowe mechanizmy dzialania donoréw tlenku

wegla” zgodnie z uchwalg Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z dnia 29 czerwea 2023.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Iwanickiej

pt. ,Nowe spojrzenie na przeciwplytkowe mechanizmy dzialania
donorow tlenku wegla”

Przedstawiona do recenzji praca wykonana pod kierunkiem Pana dr hab. Karola Franciszka
Kramkowskiego w Zakladzie Chemii Fizycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku dotyczy
zbadania mechanizméw farmakologicznego dziatania jednego z donoréw tlenku wegla (CO): CORM-
Al, na aktywnos¢ plytek krwi. Przestank¢ do prowadzonych badaf stanowily wczedniejsze
doniesienia potwierdzajace, ze tlenek wegla, w odpowiednio dobranych dawkach, moze dziafaé
przeciwplytkowo i/lub przeciwzakrzepowo. Tlenek wegla — niskoczasteczkowy, gazowy mediator
odznacza si¢ wielokierunkowa aktywnoscig. Obok innych gazoprzekaznikéw takich jak tlenek azotu
(NO) i siarkowodor (H,S), odgrywa on istotng rolg w regulacji proceséw zyciowych, uczestniczac
w transdukcji sygnatu w komdrkach. W warunkach in vivo tlenek wegla jest wytwarzany przez
oksygenaze hemowa i reguluje ekspresje¢ genow, przezycie komoérek oraz apoptoze. Wiele doniesien
naukowych potwierdza udziat tlenku wegla oraz oksygenazy hemowej w zintegrowanym systemie
ochrony przed stresem komorkowym. Dokladniejsze poznanie funkcji tej czasteczki dalo poczatek
dalszym poszukiwaniom potencjalnych korzysci zwigzanych z jej zastosowaniem w chorobach ukladu
nerwowego, immunologicznego, transplantologii, a takze w chorobach ukladu sercowo-
naczyniowego. Poza obserwacjami eksperymentalnymi in vitro/in vivo, prowadzone sa takze badania
kliniczne z wykorzystaniem egzogennego tlenku wegla w szeregu modelach chorobowych (tetniczego
nadcisnienia plucnego — PAH, przewleklej obturacyjnej choroby pluc — COPD, zespolu ostrej
niewydolnosci oddechowej — ARDS). Na poczatku lat 2000. grupa naukowcédw, pracujacych pod
kierunkiem Prof. Roberto Motterliniego odkryfa i zsyntetyzowata zwiazki — karbonylowane jony
metali uwalniajace CO (ang., Carbon Monoxide Releasing Molecules, CORMs): CORM-1, CORM-2,
CORM-3, czy CORM-Al. Zdefiniowanie potencjalnych wilasciwosci naczyniorozszerzajgcych,
cytoprotekcyjnych, przeciwzapalnych, czy przeciwptytkowych ww. donoréw CO wytyczylo tym
samym nowe cele dla badan podstawowych, ukierunkowanych na poznanie mechanizméw dziatania

i okreslenie mozliwosci ich dalszego wykorzystania w badaniach klinicznych.

Poszukiwanie nowych substancji o aktywnosci przeciwplytkowej dla zastosowania

w profilaktyce i leczeniu choréb uktadu sercowo-naczyniowego stanowi istotny problem kliniczny.



W ostatnich latach dokonat sie istotny postep w leczeniu przewkrzepliwym i przeciwptytkowym,
a takze w kardiologii interwencyjnej. Zabiegi angioplastyki wiencowej naktadaja jednak koniecznos¢
dhugotrwatego stosowania terapii przeciwptytkowej w réznych schematach. U czgsci chorych moze
byé ono nieskuteczne, co skutkuje wystapieniem zakrzepicy w stencie oraz ostrego incydentu
wieficowego. Z kolei silniejsze zahamowanie czynnosci plytek przez leki kolejnych generacji koreluje
ze zwiekszong czestodcig wystgpowania powiktan krwotocznych. To wszystko wpisuje si¢ w dane
demograficzne wskazujace na choroby uktadu krazenia, w tym ostre i przewlekle zespoty wiencowe,
jako gtéwna od lat przyczyng zgondéw w Polsce. Wybdr tematyki pracy uwazam tym samym za wazny
i celowy zar6wno w punktu widzenia badawczego jak i praktyki klinicznej. Potwierdza go takze brak
doniesien ukazujgcych kompleksowo dziatanie przeciwptytkowe jednego z rozpuszezalnych donoréw
tlenku wegla: zwiazku CORM-A1.

Dokonujac oceny formalnej rozprawy nalezy stwierdzié, ze liczaca 120 stron dysertacja posiada uklad
typowy, na ktéry skladaja si¢ kolejno: Wstgp, Cel pracy, Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Spis
tabel i rycin, Bibliografia oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Wtasciwg czgs¢ pracy
poprzedza strona tytulowa, szczegélowy spis tresci oraz wykaz skrétow, wraz z polskim
tlumaczeniem, zestawiony w porzadku alfabetycznym. Calo$¢ pracy uzupelnia znaczaca ilos¢ rycin
(57)itabel (11).

We wstepie do rozprawy Doktorantka opisata procesy hemostazy, przywotata powszechnie znany
kaskadowy model krzepnigcia krwi z dwoma szlakami: zewnatrzpochodnym i wewnatrzpochodnym,
jak 1 obecnie funkcjonujacy komérkowy model krzepnigcia. Dalej, przypomniafa role plytek krwi
w procesach hemostazy, a w kolejnym podrozdziale opisata wlasciwosci tlenku wegla i innych
gazoprzekaznikoéw. Podsumowujac dowody na potencjalne wlasciwosci ochronne egzogennego tlenku
wegla w stosunku do serca i naczyn krwionosnych, Doktorantka krétko scharakteryzowata rodzing
donoréw CO, w tym CORM-Al — bedacy przedmiotem badan niniejszej rozprawy doktorskiej.
Kolejny podrozdziat Pani Marta Iwanicka poswiecita bardzo szeroko ukazaniu aktualnej sytuacji
demograficznej w Polsce, ze szczegélnym uwzglednieniem zgondéw 2z przyczyn Sercowo-
naczyniowych. Lektura obszernego, bo liczacego ponad 50 stron, Wstgpu do rozprawy pozwala
postawié kolejne pytania o aktualne kierunki badan nad egzogennym CO czy CORMs, prowadzone
w ukladach in vitro, na réznych modelach zwierzgcych, czy modelach chorobowych
w planowanych/aktualnie realizowanych prébach klinicznych. Interesujace byloby takze przyblizenie
potencjalnego znaczenia uktadu NO/CO. Z perspektywy farmakologa, ciekawym dopetnieniem tej
czesci rozprawy bylaby cho¢ krotka charakterystyka mechanizmoéw dziatania, czy podsumowanie
miejsca w aktualnych wytycznych dla obecnie stosowanych lekow przeciwplytkowych — w aspekcie
opisanych przez Doktorantke struktur i komorek bioracych udzial w hemostazie (np. COX-1,
GP TIb/IIla, P2Y12). Z drugiej strony czytelnik rozprawy moze szczegdtowo zaznajomi¢ si¢ z danymi

w zakresie demografii. Doktorantka przytacza je szeroko, co ma uzasadni¢ celowos$¢ podjetych badan



w aspekcie wysokich wskaznikéw zgonéw na choroby sercowo-naczyniowe, ktére moga przebiega¢
z nadreaktywnoécig plytek krwi. Powyzsze uwagi nie umniejszaja faktu, ze Pani Marta Iwanicka
dobrze orientuje si¢ w zakresie podjetych zagadnieii i zna aktualne pismiennictwo, o czym swiadezy
odniesienie si¢ do 90 prac innych badaczy. Pozycje literaturowe — w wigkszosci anglojezyczne prace

naukowe sg wlasciwie dobrane i umiejgtnie cytowane w rozprawie.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawita ogdlny cel podjetych eksperymentow.
W uzasadnieniu, przypomniala, ze endogenny tlenek wegla uczestniczy w procesach katalityczne;
degradacji hemu w obecnosci oksydazy hemowej i moze dziata¢ przeciwplytkowo normalizujac
proces zakrzepicy. Zwrécita tez uwage na mozliwe implikacje kliniczne zaplanowanych badan —
zwiazane z zakwalifikowaniem donoréw CO do dalszych préb przedklinicznych i klinicznych jako
lekéw — kandydatéw do stosowania w chorobach przebiegajacych z nadmierng krzepliwoscig krwi
zalezng od ptytek. Wydaje sie, ze czytelno$¢ rozprawy podniostoby szersze przedstawienie celow

badawczych (np. cel gléwny oraz cele szczegblowe).

Na potrzeby szczegdlowej oceny mechanizmoéw przeciwptytkowego dziatania CORM-AL,
Doktorantka zaplanowata szeroki panel metod in vitro. Material badawczy stanowita krew zylna
pobierana od zdrowych ochotnikdw, celem uzyskania osocza bogatoplytkowego oraz ubogiego
w plytki. Badanie uzyskalo zgodg lokalnej Komisje Etyki ds. Badan Naukowych na Ludziach.
Metodyke badan przedstawiono na 6 stronach dysertacji. Zaplanowane eksperymenty obejmowaty
szereg pomiaréw, w tym pomiary funkcjonalne plytek krwi. W szczegétowym ujeciu, Doktorantka
przeprowadzita oznaczenia agregacji plytek po zastosowaniu adenozynomonofosforanu (ADP),
adrenaliny, A23187, kwasu arachidonowego, kolagenu, czy peptydu aktywujgcego receptor dla
trombiny (TRAP). Wykonata pomiary sekrecji adenozynotrifosforanu (ATP), sygnatu wapniowego po
zastosowaniu trombiny, ekspresji P-selektyny i fosfatydyloseryny. Dokonala oceny wytwarzania
mikropecherzykoéw plytkowych, dynamicznej generacji tromboksanu B2, wytwarzania mleczanu
i retrakcji skrzepu pelnej krwi. Przeprowadzita analiz¢ kinetyki formowania skrzepu fibrynowo-
ptytkowego we krwi pelnej. Do tak zaplanowanych oznaczen Pani mgr Iwanicka wykorzystata szeroki
panel narzedzi badawczych. Nalezy w tym miejscu w pelni podkresli¢ i doceni¢ wysitek Doktorantki
przy prowadzeniu poszczegdlnych eksperymentow z zakresu hemostazy. Na potrzeby swoich badan
opanowata, a nieraz modyfikowala, szereg technik analizy instrumentalne]j jak spektrofluorymetria,
cytometria przeplywowa, metody immunoenzymatyczne, wykazata si¢ tez umiejgtnoscia stosowania
specjalistycznej aparatury jak agregometr oraz tromboelastometr. W dalszej czesci poswigconej
metodyce pracy, Doktorantka krétko scharakteryzowata testy statystyczne wybrane do ilosciowej
analizy otrzymanych wynikéw. Tylko z obowigzku recenzenta dodam, ze z opisu analizy statystycznej
nie wynika, czy poza normalnoscia rozktadu, weryfikowano takze inne zalozenia wymagane do

analizy uzyskanych wynikow testem parametrycznym (ANOVA).



Wyniki badan zostaly przedstawione dokladnie i przejrzyscie, w formie opisowej i graficznej — na
ponad dwudziestu rycinach. W Dyskusji Doktorantka podjeta prébe rzeczowego omoéwienia
otrzymanych rezultatdéw i wyjasnienia mechanizméw obserwowanych zjawisk, konfrontujac je
z osiggnig¢ciami innych badaczy. Wynika z niej, ze Doktorantce udato sig¢ zrealizowa¢ postawiony cel
badawczy. Wykazata, ze wptyw CO na ptytki krwi jest zlozony, i zalezy zaréwno od hamowania
energetyki beztlenowej (hamowanie produkcji mleczanu) jak i mitochondrialnej (hamowanie
oksydazy cytochromu C i rozprzgganie fancucha oddechowego) ptytek. Poza hamowaniem proceséw
oddychania tlenowego i beztlenowego, wplyw CORM-A1 na kinetyke narastania skrzepu zalezat tez
od modulacji receptoréw GP IIb/Illa i obnizenia stg¢zenia PAI-1. Pani Magister potwierdzita wpltyw
CORM-A1 na hamowanie agregacji ptytek i sekrecji ATP, zmniejszenie prezentowania P-selektyny
i fosfatydyloseryny na powierzchni ptytki krwi — 1 w konsekwencji mozliwego zmniejszenia
aktywnosci prokoaguluacyjnej plytek, czy uwalniania z powierzchni mikropecherzykéw ptytkowych.
Ta ostatnia obserwacja wydaje si¢ miec istotne znaczenie w kontekscie udziatu mikropgcherzykow
ptytkowych w procesach proliferacji, krzepnigcia czy zapalenia. Kolejne wnioski dotyczyly
hamowania sygnalu wapniowego — w powiazaniu z fosfolipazg C oraz hamowania wytwarzania
tromboksanu B2 — zaleznie od COX-1. To ostatnie miatoby potwierdzi¢ hamujgcy wptyw CORM-A1
na kaskade kwasu arachidonowego. Nastgpnie Doktorantka wykazata, ze badany donor CO moze
uposledzaé proces retrakcji (obkurczenia) skrzepu. Z drugiej strony retrakcja skrzepu wydaje si¢ miec¢
istotne znaczenie w jego stabilizacji, zmniejszajac ryzyko oderwania skrzepu, a w nastepstwie
krwawienia, czy embolizacji naczynia. Cennym uzupeieniem Dyskusji byloby zatem odniesienie si¢

do potencjalnych skutkéw zbadanego wplywu CORM-AT1 na ten element hemostazy.

Podobnie, wydaje sig, ze dla porzadku, ta cze$¢ rozprawy powinna zawiera¢ uzasadnienie wyboru
zwigzkéw (adrenalina, kolagen, adenozynomonofosforan, i inne) do pomiaréw agregacji ptytek czy
sekrecji ATP, a takze wyjasnienie z czego wynikaja zastosowane stezenia CORM-A1
(250, 500 i 1000 uM) — w kontekscie oszacowanych wartosci IC50 dla wybranych aktywatorow
(Rycina 31).

Z innych, pomniejszych uwag nalezy wskazac:

- niejednorodne formatowanie piSmiennictwa (np. stosowanie zamiennie skrotow czasopism
i petnych tytutow)

- pewne niescistosci w przygotowanym wykazie skrotdw (np. powtorzenia skrétow: DMSO, t-PA
(tPA); dwukrotne wyjasnienie skrétu EDRF — z innym rozwinieciem: ,.czyunik rozkurczowy
pochodzenia $rodblonkowego™ lub ,Srédblonkowy czymnik rozluzniajgcy”, z czego to pierwsze
wydaje si¢ by¢ czesciej stosowane; bledne rozwinigcie skrotu PMP: | Platelet-derived
microvesicles”™ zamiast ,,Platelet-derived microparticles”, brak uwzglednienia w wykazie skrotéw

PLC, PRP i inne)



- pewne uchybienia w formatowaniu tabel (np. w tabelach 7 i 9 — prezentacja danych liczbowych
dotyczgcych chordb uktadu krazenia ogétem)

- brak wskazania literatury Zrédlowej w przypadku niektérych rycin, np. prezentujacej budowe
morfologiczng phytek krwi (Rycina 4).

- niejednorodne formatowanie rycin prezentujacych badania wlasne; np. polskie i angielskie nazwy
zwigzkéw (np. collagen lub kolagen), rézne jednostki stezefi w jakich stosowano CORM-A1 (np.
250 uM lub 0,25 mM), rézne nazewnictwo grupy kontrolnej (control, K, KONTROLA).

Calo$¢ pracy napisana jest zrozumialym i poprawnym jezykiem. Nie udalo si¢ jednak unikngé

litréwek, pewnych niezrecznodei stylistycznych czy niedokonczonych zdan (np. .,/ fak, w celu oceny

stopnia zahamowania aktywacji plytek krwi po réznych aktywatorach w obecnosci donoru tlenku

wegla.”, str. 117).

Pomimo wskazanych uwag cato$¢ pracy oceniam pozytywnie. Tematyka badawcza podjgta
przez mgr Iwanicka jest ciekawa i wpisuje sig¢ w rozwdj nauk farmaceutycznych. Otrzymane wyniki
opisuja w kompleksowy sposéb wplyw zwigzku CORM-A1 na aktywnos¢ prokoagulacyjng plytek
krwi, stad recenzowana praca stanowi oryginalne osiagnigcie Autorki. Poszerza ono wiedze¢ na temat
mechanizméw dzialania tlenku wegla. Stanowi podstawe do badan nad oceng wlasciwosci
farmakologicznych jego donoréw, w tym CORM-Al, a w dalszym etapie — do préb klinicznych
z udziatem kandydatow-lekdw do stosowania w chorobach przebiegajacych z nadmierna aktywnoscia
phytek krwi.

Podsumowujae praca autorstwa Pani mgr Marty Iwanickiej pt. ,,Nowe spojrzenie na
przeciwplytkowe mechanizmy dzialania donoréw tlenku wegla”, odpowiada warunkom formalnym
i merytorycznym stawianym rozprawom doktorskim. Wnosz¢ tym samym do Rady Dyscypliny
Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Bialymstokn o dopuszezenie Pani

mgr Marty Iwanickiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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