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rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Karbowskiej pt. “Wptyw siarczanu indoksylu na proces krzepniecia i
fibrynolizy w zwierzecym modelu zakrzepicy” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Dariusza Pawlaka z

Zaktadu Farmakodynamiki Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Richard Bright juz w 1836 r. po raz pierwszy postulowat, ze niewydolnos¢ nerek predysponuje do
wystapienia choréb sercowo-naczyniowych. Potwierdzajg to liczne badania epidemiologiczne, w ktorych w
poréwnaniu z ogdlna populacja, pacjenci z przewlekfa chorobg nerek charakteryzujg sig czgstszym
wystepowaniem i ciezszym przebiegiem powikiar sercowo-naczyniowych. Przewlekia niewydolnos¢ nerek
per se uwaza sie za ekwiwalent choroby wiericowej, w rzeczywistosci osoby z wczesnym stadium
niewydolnosci nerek sa bardziej narazone na zgon z powodu choréb uktadu krazenia, niz w wyniku
postepujacej niewydolnosci nerek. Wystepowanie u chorych z przewlekty niewydolnoscia nerek wielu
klasycznych i nowych czynnikéw ryzyka predysponuje te grupe pacjentéw do przedwczesnej $miertelnosci
sercowo-naczyniowej. Pomimo niezaprzeczalnego zwigzku przewlektej niewydolnosci nerek ze
zwiekszonym ryzykiem powikian sercowo-naczyniowych istnieje wiele kontrowersji dotyczacych
patogenezy, profilaktyki, diagnostyki oraz leczenia choréb uktadu krazenia w tej grupie chorych, co wynika
faktu, ze wiele ugruntowanych metod diagnostycznych i strategii leczenia choroby niedokrwiennej serca nie
byto szczegétowo badanych u pacjentéw przewlekta niewydolnoécig nerek. Co wigcej, w wielu protokotach
badari klinicznych rozpoznanie zaburzenia czynnosci nerek stanowi kryterium wytgczenia. Dlatego tez
bardzo cenne s3 badania dotyczace patofizjologii powiktari sercowo-naczyniowych, ktére nie tylko majg
warto$¢ poznawcza, ale moga rowniez przyczyni¢ sie do opracowania nowych strategii profilaktycznych,
diagnostyki i leczenia. W ten nurt doskonale wpisuje sie cykl prac stanowigcy rozprawe doktorska
opracowang przez mgr farm. Matgorzate Karbowska, po$wieconych ocenie wptywu siarczanu indoksylu na

proces krzepniecia i fibrynolizy.

Na rozprawe doktorska mgr Matgorzaty Karbowskiej sktadajg sie trzy artykuty opublikowane w
renomowanych czasopismach: dwie prace oryginalne - 1) Karbowska M, Kaminski TW, Marcinczyk N,
Misztal T, Rusak T, Smyk L, Pawlak D. The Uremic Toxin Indoxyl| Sulfate Accelerates Thrombotic Response
after Vascular Injury in Animal Models. Toxins (Basel). 2017; 9: 229-244 (IF 3,273) oraz Karbowska M,
Kaminski TW, Znorko B, Domaniewski T, Misztal T, Rusak T, Pryczynicz A, Guzinska-Ustymowicz K, Pawlak K,

Pawlak D. Indoxyl Sulfate Promotes Arterial Thrombosis in Rat Model via Increased Levels of Complex



TF/VII, PAI-1, Platelet Activation as Well as Decreased Contents of SIRT1 and SIRT3. Front Physiol. 2018; 9:
1623 (IF 3,394) oraz jedna praca przegladowa — Karbowska M, Kamiriski T, Pawlak D. Methods Of Reducing
The Level Of Indoxyl Sulfate - One Of The Most Potent Protein-Bound Uremic Toxins. Toxin Reviews 2016;
35: 171-179 (IF 0,789). We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, jej udziat w powstaniu
poszczegdlnych prac wynosi odpowiednio: 50%, 60% oraz 85%, co zostato potwierdzone przez pozostatych
wspotautoréw poszczegélnych prac. Ponadto przedtozona do oceny praca zawiera wprowadzenie, cel
pracy, artykuly sktadajace sie na prace doktorska, wnioski jak réwniez streszczenia w jezyku polskim i
angielskim. Ponadto w przestanych materiatach znajduja sie: Zyciorys oraz opis dorobku i doswiadczenia
naukowego Doktorantki. Zapoznanie z pracg ufatwitoby przytoczenie w petnej formie pismiennictwa

cytowanego we wprowadzeniu i dyskusji.

We wprowadzeniu Doktorantka przedstawita dane epidemiologiczne dotyczace przewlektej niewydolnosci
nerek i towarzyszacych jej powiktan sercowo-naczyniowych. Nastepnie przedstawita zagadnienia zwigzane z
zaburzeniami hemostazy naczyniowej, ptytkowej i osoczowej zdefiniowane u chorych z przewlektg chorobg
nerek. Zagadnienia dotyczace udziatu siarczanu indoksylu w patofizjologii przewlektej niewydolnosci nerek
przedstawita Doktorantka w pracy pogladowej opublikowanej w Toxin Reviews (2016). W tym artykule
Doktorantka, oprocz przedstawienia molekularnych mechanizméw dziatania siarczanu indoksylu i
patofizjologicznych nastepstw, dokonata przegladu metod pozwalajgcych zmniejszy¢ stezenie tej toksyny
mocznicowe], tj. dializoterapii, stosowania zwigzkéw ograniczajacych wigzanie z albuming i transport
btonowy, jak réwniez adsorbentéw, a takie modyfikacji dietetycznych i sktadu bakterii jelitowych. Na
podstawie danych przedstawionych w powyzszych opracowaniach mozna stwierdzic, ze siarczan indoksylu
jest czynnikiem ryzyka powiktan serowo-naczyniowych, jednakze mechanizm jego oddziatywania z uktadem
krzepniecia nie jest wyjasniony i wymaga dalszych badan, co w petni uzasadnia zakres badarn stanowiagcych

podstawe pracy doktorskiej opracowanej przez mgr Urszule Karbowskiej.

W oparciu o przestanki zawarte we wstepie i pracy pogladowej Doktorantka sformufowata nastepujace cele
pracy doktorskiej: 1) analiza udziatu siarczanu indoksylu w modulowaniu parametrow krzepniecia i
fibrynoliy; 2) ocena dynamiki zmian zakrzepowych indukowanych siarczanem indoksylu (podanie

jednorazowe oraz wielokrotne) w zwierzecym modelu doswiadczalnym.

Dla zrealizowania postawionych celéw Doktorantka przeprowadzita badania na szczurach Wistar Crl:WI
(cmdb) i myszach szczepu C57B1/6J, ktére poddano narazeniu ostremu (jednorazowa dawka dozylna) oraz
dtugotrwatemu (podanie doustne przez 4 tygodnie) na siarczan indoksylu. Dla wykazania prozakrzepowego

dziatania siarczanu indoksylu Doktorantka wykorzystata nastepujace metody: pomiaru stezenia siarczanu
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indoksylu metoda HPLC (z detekcja fluorescencyjng), indukcji zakrzepicy tetniczej pradem elektrycznym lub
wiazka promieniowania elektromagnetycznego (laser argonowy), analizy tromboelastometrycznej
aparatem ROTEM, iloéciowego okreslenia stezenia czynnikow hemostatycznych (PF4, vWF, FV, FXa, TF,
kompleks TF/VII, TAFI, PAI-l, PAP, d-dimery) metoda ELISA, pomiaru APTT, TT, PT, stezenia fibrynogenu i
ATIIl koagulometrem oraz zestawem Bio-Ksel plasma kits, obrazowania indukcji i dynamiki narastania
zakrzepu przy wykorzystaniu mikroskopii konfokalnej z przyzyciowa wizualizacjg fluorescencyjng, pomiaru
zawartosci SIRT1 i SIRT3 w homogenatach aorty metoda ELISA, histologicznej oceny zakrzepéw (H&S),
oceny agregacji ptytek krwi indukowana kolagenem (agregometr), pomiaru agregacji PRP (agregometr),
okreélenia opornosci osmotycznej erytrocytéw (wg. metody Huntera) ponadto standardowymi metodami
oznaczano parametry morfologii krwi i biochemiczne krwi (osocze) i moczu. Nalezy stwierdzi¢, ze sposob
zaplanowania badan oraz ich realizacja $wiadcza o bardzo dobrym merytorycznym przygotowaniu
Doktorantki. Wynikaja one réwniez z dtugotrwatej pracy i doswiadczenia w obszarze prowadzonego

badania promotora prof. Dariusza Pawlaka, ktéry jest uznanym autorytetem w dziedzinie.

Po przeprowadzeniu szeregu dobrze zaprojektowanych doswiadczen Doktorantka wykazata, m. in.
zwiekszong kumulacje ptytek krwi w obszarze laserowego uszkodzenia srodbtonka po jednorazowym
narazeniu na siarczan indoksylu, wzrost liczby krazgcych ptytek krwi oraz ich aktywacji pod wptywem
dtugotrwatego narazenia na siarczan indoksylu, wzrost stabilnosci skrzepu po ostrym jak i przewlektym
podawaniu siarczanu indoksylu, skrocenie czasu potrzebnego do tworzenia stabilnego skrzepu, wzrost
stezenia fibrynogenu, wzrost stezenia kompleksu czynnika tkankowego z czynnikiem Vlla, zmniejszenie
zawartosci sirtuiny 1 i 3 w scianie aorty pod wptywem dtugotrwatego narazenia na siarczan indoksylu,
zwiekszong zawarto$é ptytek krwi i fibryny w zakrzepach u zwierzat otrzymujgcych siarczan indoksylu,
zmniejszenie stezenia kompleksow plazmina-antyplazmina i wzrost stezenia PAI- 1 pod wptywem

przewlektego narazenia na siarczan indoksylu.

Na podstawie przeprowadzonych badan Autorka przedstawita pie¢ wnioskéw: 1. Siarczan indoksylu zaburza
rownowage pomiedzy procesami krzepniecia/fibrynolizy powodujgc wzrost potencjatu prozakrzepowego; 2.
Siarczan indoksylu nasila hemostaze pierwotng prowadzgc do powstania czopu trombocytarnego na drodze
zwiekszenia liczby i aktywacji ptytek; 3. Siarczan indoksylu aktywuje hemostaze wtorng prowadzgc miedzy
innymi do wzrostu stezenia komplekséw inicjujgcych proces krzepniecia — kompleksow czynnika
tkankowego z czynnikiem Vlla i wzrostu stezenia PAI-1; 4. W warunkach in vitro siarczan indoksyu nasila
kinetyke tworzenia skrzepu zwiekszajac jego stabilnos¢ oraz skracajgc czas potrzebny do jego wytworzenia;
5. Siarczan indoksylu moze by¢ jednym z kluczowych czynnikébw odpowiedzialnych za incydenty

zakrzepowo-zatorowe w przebiegu przewlektej choroby nerek. Sformutowane przez Doktorantke wnioski



dobrze oddajg uzyskane wyniki, wynikajg bezposrednio z analizy wynikéw uzyskanych w czasie realizacji

badan. Nalezy jednakze zwrdci¢ uwage, ze wniosek 5 nie wynika bezposrednio z przeprowadzonych badar.

W dyskusji Autorka odniosta wyniki wtasne do obserwacji poczynionych przez innych autordéw (przytaczajac
najnowsze dane literaturowe). Dyskusja s$wiadczy o doskonatym merytorycznym przygotowaniu
Doktorantki, ktéra pomimo opublikowania wynikéw w renomowanych czasopismach, zachowata pewna
doze krytycyzmu w stosunku do witasnych obserwacji. Na uwage zastuguje proba wyjasnienia
obserwowanych zmian uktadu krzepniecia/hemostazy w oparciu o dostepne informacje dotyczace

mechanizméw molekularnych mogacych regulowaé badane procesy.

Reasumujgc nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki sg oryginalnym
osiggnigciem Autorki, ktora dobrze opanowata niefatwy warsztat badawczy i wykazata dobre merytoryczne
przygotowanie. Uwazam, ze praca stanowi znaczacy dorobek z elementami nowosci naukowych i w petni
odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Dlatego teiz zwracam sie do Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej w Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o
dopuszczenie mgr Matgorzaty Karbowskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczeénie, ze
wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny pracy, docenionej réwniez przez grono miedzynarodowych
ekspertow, wnioskuje o wyréznienie pracy summa cum laude. Wyniki badan stanowigcych podstawe pracy
doktorskiej opublikowano w renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym: Frontiers in

Physiology (IF=3,394), Toxins (IF 3,273) oraz Toxin Reviews (IF 0,789).
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