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Ocena pracy doktorskiej lek., mgr farm. Dominiki Katarzyny Jarmoc
pt. ,,Przeciwzakrzepowe i hemodynamiczne wlasciwosci nowych donoréw nitroksylu
(HNO)”

Cel, zalozenia, konstrukcja dysertacji i dorobek naukowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, zostata zrealizowana w Zakltadzie Chemii
Fizycznej Wydziatu Farmaceutycznego z Odzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku, pod opieka merytoryczng promotora dr hab. n. farm. Karola
Franciszka Kramkowskiego. Tekst whasciwy rozprawy podzielony zostal na pie¢ rozdziatow,
nie liczac takich obecnych sktadowych pracy jak ,,Wykaz skrotow”, ,,Wnioski”, streszczenia,
wykazy tabel i rycin oraz spis pi$miennictwa. Konstrukcja dysertacji jest zgodna z formg
eksperymentalnych prac doktorskich.

Cel rozprawy doktorskiej lek., mgr farm. Dominiki Jarmoc zostat sformutowany jako
,,Wykazanie wlasciwosci przeciwzakrzepowych i hemodynamicznych nowych donoréw HNO,
bedacych pochodnymi kwasu Piloty’ego z wykorzystaniem réznych eksperymentalnych
modeli zwierzecych in vivo uzupetnionych badaniami ex vivo oraz ogdlna charakterystyka
mechanizmu dziatania tych zwigzkéw”. Rozdzial zawierajacy zatozenia i cel pracy oraz cata
cze$¢ doswiadczalna wraz z wynikami, dyskusja oraz wnioskami (32 strony), ktora
po tym rozdziale nastepuje, jest poprzedzona wstepem (22 strony) podzielonym
na cztery podrozdziaty — ,Hemostaza”, ,,Uktad krzepniecia”. ,Negatywne skutki zaburzen
hemostazy” oraz ,Nitroksyl - HNO”. Praca nie zawiera informacji na temat upowszechniania



uzyskanych wynikow w czasopismach naukowych. Autorka nie podaje w pracy informacji
o innym swoim dorobku naukowym, jednakze na podstawie wyszukiwania internetowego
mozna ustali¢ w oparciu o dane ze stron http:/biblioteka.amb.edu.pl/
i https://biblioteka.umb.edu.pl/, stan na dzien 2 sierpnia 2023 roku, ze jest wspdtautorka
przynajmniej czterech doniesien konferencyjnych w ramach sympozjum Polskiego
Towarzystwa Kardiologicznego oraz trzech recenzowanych publikacji naukowych. Analizujac
dane baz Web of Science Core Collection oraz Scopus mozliwe jest ustalenie, ze jest
wspotautorka odpowiednio 4 i 3 prac opublikowanych w czasopismach naukowych w latach
2016-2019, cytowanych tgcznie 19 razy, A-index autorki 3, co stanowi dobry dorobek naukowy
na tym etapie kariery.

Starannos$¢ przygotowania i merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska zostala przygotowana do$¢ starannie pod wzgledem jezykowym
i nie dopatrzytem sie wigkszych uchybien wymagajacych poprawy korektorskie;j.

Podrozdziaty wstepu w sposob merytoryczny przedstawiaja stan wiedzy naukowej na temat
hemostazy, ptytek krwi. uktadu krzepniecia, negatywnych skutkow zaburzen hemostazy oraz
nitroksylu. Wyniki uzyskane przez zaplanowane i zrealizowane doswiadczenia wraz
ze  sformutowanymi  wnioskami,  poszerzaja =~ wiedze  odnosnie = wlasciwosci
przeciwzakrzepowych i hemodynamicznych nowych donoréw HNO w wybranych modelach
zwierzecych.

Autorka pracy we wstepie na stronie 9 wprowadza czytelnika w choroby sercowo-naczyniowe
i problemy z nimi zwigzane, uwzgledniajac zaburzenia krzepnigcia krwi oraz uktadu
naczyniowego. Podejmuje takze kwestie zwigzane ze stosowaniem aktualnie znanych lekow
przeciwplytkowych i generuj acych NO oraz niedoskonatos¢ tych lekéw, jak uszkodzenia btony
Sluzowej zotadka w przypadku kwasu acetylosalicylowego, blizej niewymienione w pracy
interakcje klopidogrelu, oporno$¢ na leki przeciwplytkowe, a takze wzrost tolerancji
na egzogenne formy NO. Nie wglebia si¢ w inne strategie leczenia przeciwzakrzepowego,
przeciwmiazdzycowego ani nadci$nieniowego.

Kolejny podrozdziat wstepu to ,,Hemostaza”, gdzie przedstawione sa przede wszystkim plytki
krwi w nastepujacych podpunktach: ,Plytki krwi, Budowa pltytek krwi, Mechanizmy
aktywacji ptytek krwi, Populacje ptytek krwi, Zmiana ksztattu ptytek, Adhezja i agregacja,
Sekrecja”.

,,Uklad krzepniecia” to kolejny wyodrebniony podrozdziat, cho¢ jest to niewatpliwie wazna
sktadowa hemostazy, ktéra moglaby sie zawiera¢ jako odpowiednio wydzielona czgs¢
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poprzedniego podrozdziatu. Autorka przybliza w Tabeli 2 osoczowe czynniki krzepnigcia
i opisuje ich znaczenie w podpunkcie ,,Kaskada krzepnigcia” wyodrebniajac oraz przyblizajac
dwa klasyczne szlaki: wewnatrzpochodny i zewnatrzpochodny. Opis oraz rycina 3 dobrze
przedstawiajg wzajemne powigzania miedzy czynnikami w obu szlakach, jednakze brakuje
uwzglednienia dodatniego sprzgzenia zwrotnego pomigdzy trombing, a czynnikiem XI.
Wiadomo bowiem juz od dawna, ze trombina generowana w szlaku zewnatrzpochodnym moze
aktywowa¢ czynnik XI, co zwrotnie prowadzi do zwigkszonego generowania trombiny
poprzez sktadowe ukladu wewnatrzpochodnego (czynnik XI i IX), ale bez udziatu
bezposredniej aktywacji przez kontakt (nie jest do tego wymagana aktywacja czynnika XII).
W zdaniu na stronie 22, wiersz 8 od dotu brakuje czasownika np. ,,tworzenia”, “formowania”
itp., a zdanie brzmi ,,Koncowa i kluczowa faza kaskady krzepnigcia, a zarazem finalnym
wynikiem wspoétdziatania czynnikdw krzepniecia, plytek, szeregu agonistow i aktywatordéw
jest przestrzennej sieci fibryny, ktora zapewni stabilno$¢ powstajacemu zakrzepowi”.
W kolejnym zdaniu jest nieprecyzyjne sformutowanie: ,dzieje si¢ tak dzigki zdolnosci
trombiny do rozktadu biatka fibrynogenu na mniejsze fibrynopeptydy, i jeszcze mniejsze
monomery fibryny”. Zdanie to sugeruje, ze trombina trawi fibrynogen na fragmenty w postaci
fibrynopeptydow, a w rzeczywistosci enzym ten odszczepia jedynie N-koncowe krotkie
fragmenty — fibrynopeptydy (odpowiednio A i B z lancuchow Aa i B fibrynogenu),
a caly ogrom czasteczki biatka zostaje nietkniety, przeksztatcony w monomer fibryny, zatem
twierdzenie ,,jeszcze mniejsze monomery fibryny” nalezy uzna¢ za wprowadzajace w biad,
poniewaz monomer fibryny jest jedynie nieco mniejszy od fibrynogenu o odpowiednio
4 stosunkowo krotkie fibrynopeptydy (2 A i 2 B), a dopiero takie monomery fibryny
polimeryzuja do fibryny (dzigki odstonigciu N-koncowych ,,weztdéw” kompatybilnych
do obecnych na C-koncach kieszeni w tancuchach vy i p).

Dalej opisywany jest kolejny podpunkt: ,,Uktad fibrynolizy”, gdzie autorka dos¢ skrétowo
przybliza znaczenie takich biatek jak plazminogen, tkankowy aktywator plazminogenu oraz
urokinazowy aktywator plazminogenu (urokinaza).

Kolejne podrozdziaty to ,,Negatywne skutki hemostazy” oraz ,,Nitroksyl — HNO”. Réwnanie
reakcji przeksztatcenia dwodch czasteczek HNO poprzez produkt przejsciowy HONNOH
do N20O i wody nie zawiera indekséw dolnych przy oznaczeniach atomu azotu dla N.O
oraz wodoru w czasteczce wody. Tam gdzie jest podawana s61 Angeliego brakuje cytowania
(Angeli A. Gazz Chim Ital 1896;26:17) albo szerszego przyblizenia postaci wloskiego chemika
Angelo Angeli (1864-1931).

Rycina 6 ,,Schemat powstawania tlenku azotu przy udziale syntazy tlenku azotu” zawiera
angielskg nazwe ,, Nitric oxide”, a nie polska tlenek azotu, a dodatkowo poniewaz tlenek azotu
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jest wolnym rodnikiem powinno to by¢ przy nim zaznaczone kropka przy odpowiednim
atomie.

Niezaleznie od wymienionych uwag wstep (cze$¢ teoretyczna) uwazam za interesujacy
oraz istotny naukowo.

Cze$¢ doswiadczalna opisuje ,Materialy i Metody” (,,Zwierzeta”, ,,Spis odczynnikow”,
,Badane zwigzki chemiczne”, ,Zakrzepica tetnicza stymulowana pradem u szczura”,
,Uszkodzenia Srédblonka indukowane laserem Iub FeCls u myszy”, ,.Pomiary
hemodynamiczne”, ,,Pomiary ex vivo; Morfologia, Dynamiczna generacja tromboksanu B2,
Tromboelastometria, Oznaczenia w osoczu” i do tej czesci mam jedynie niewielkie zapytania
natury metodycznej. Podrozdziat ,,Pomiary ex vivo” (strona 38) zawiera opis pozyskiwania
osocza bogato plytkowego poprzez 20 minutowe wirowanie w temperaturze 4°C, przy 3000
obrotéw na minute (RPM), nie podany zostat promien rotora lub warto$¢ RCF (G), aby warunki
byly opisane $cisle powtarzalnie. Dalej napisane jest: ,,Osocze mrozono, by wykorzysta¢
do dalszych oznaczen”. Mrozenie bogato plytkowego osocza moze powodowac lize plytek
krwi na skutek tworzenia krysztatkéw lodu i zwigkszania objetosci powstajacego lodu, jesli
nie zastosuje sie krioprotektanta, zatem do jakich do$wiadczen stosowano takie osocze
zawierajace zamrozone i rozmrozone osocze bogatoptytkowe?

Ostatni podrozdziat tej czesci pracy to ,,Statystyczna analiza wynikow”. Jakimi przestankami
kierowano sie aby przedstawi¢ wyniki jako $rednig + SEM? Jakimi testami przeprowadzono
sprawdzenie zgodnosci rozktadu z normalnym, aby zdecydowa¢ o wyborze testu
nieparametrycznego (Manna-Whitneya) lub parametrycznego (t-Studenta, dla prob
niezaleznych, jak sadze). W sytuacji braku zgodnos$ci rozkladu z normalnym i wyborze testu
Manna-Whitneya wiasciwszym sposobem przedstawienia wynikow bytaby mediana i rozstgp
migdzykwartylowy. Liczba przypadkéw (n) w wigkszosci oznaczen oscylowata w granicach
4-10 (informacje o liczbie przypadkéw w danym eksperymencie zostalty podane w opisie rycin
z wynikami), zatem wiasciwszym sposobem przedstawienia zmiennosci w przypadku $redniej
arytmetycznej (gdy rozktad zgodny z normalnym) byloby odchylenie standardowe a nie SEM.
Jest to uwaga czysto metodyczna odnosnie statystyki, poniewaz na podstawie analizy
zaprezentowanych w pracy wynikéw nie ma to praktycznego znaczenia dla ich istotnosci
i wysunietych wnioskow odnosnie dziatania przeciwzakrzepowego nowych donorow HNO
w badaniach na zwierzecych modelach zakrzepicy, wskazujac mechanizmy zalezne
od hamowania ptytek krwi wraz z aktywacja fibrynolizy opisane szerzej w Dyskusji niniejszej
rozprawy na koniec formutujac 10 wnioskéw. Niewatpliwie czes$¢ z nich jest kluczowych dla
niniejszej rozprawy (1-5), jednakze niektdre z mozna by¢ moze scali¢ ze wzgledu na rodzaj
badanego zwigzku (np. odpowiednio 2-CH3-4COOHPA lub 2-BrPA) w jeden lub kilka
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tacznych wnioskéw. Pozycje 6-10 sa bardziej stwierdzeniami obserwacyjnymi, opiniami lub
perspektywami dla dalszych badan z uwzglgdnieniem zwigzkdw stosowanych w badaniu.

Whioski koncowe

Podsumowujac nalezy podkresli¢ réznorodno$¢ zastosowanych metod badawczych oraz
istotne wyniki i wnioski z zaplanowanych i zrealizowanych eksperymentow.

Stwierdzam, ze oceniania rozprawa doktorska speilnia wymagania zawarte w aktualnie
obowigzujgcych regulacjach prawnych, ktére sa stawiane kandydatom ubiegajacym sig
o stopien naukowy doktora. Wnosze do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
o dopuszczenie lek., mgr farm. Dominiki Katarzyny Jarmoc do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne.

Z wyrazami szacunku,

Michat Btazej Ponczek
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