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Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia choroby Sercowo-naczyniowe sg
gléwna przyczyna zgonéw na swiecie. Szacuje sie, ze rocznie z powodu takich zaburzen
jak choroba wieficowa, choroby naczyri mézgowych czy choroba reumatyczna serca
umiera niemal 18 milionéw o0séb. Ponad 80% tych zgonéw spowodowanych jest przez
zawal miesnia sercowego i udary. W przebiegu choréb sercowo-naczyniowych
kluczowym czynnikiem decydujacym o ich $miertelnosci jest nadkrzepliwo$é, réwniez
zwigzana z nadmierng aktywacjg plytek krwi i ich agregacja. Na tych agregatach moze
dochodzi¢ od aktywacji osoczowych czynnikéw krzepniecia, co w konsekwencji

powoduje powstawanie skrzeplin zamykajacych $wiatlo naczynia krwiono$nego i
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niedotlenie kluczowych narzadéw, jak miesienl sercowy czy mézg. Pomimo znaczacych
postepdw w farmakoterapii choréb sercowo-naczyniowych, $miertelno$é z ich powodu
nie ulega drastycznej poprawie, chociaz, co nalezy podkresli¢ - dotyka pacjentéw w

coraz starszym wieku.

Ze wzgledu na istotny problem kliniczny jakim jest nadmierna aktywacja plytek krwi i
indukcja stanu nadkrzepliwosci, poszukiwanie nowych lekéw dziatajacych w sposéb
zmniejszajacy agregacje plytek krwi i nie wywolujacych ciezkich skutkéw ubocznych
jest obecnie istotnym trendem w medycynie. Jednym z niedawno poznanych
czynnikéw dziatajacych ochronnie u pacjentéw z chorobami sercowo-naczyniowymi
wydaje sie by¢ tlenek wegla. Substancja ta w niewielkich ilo$ciach produkowana jest
endogennie i wywoluje efekt wazoregulacyjny, antyapoptotyczny i przeciwzapalny.
Wykazano réwniez korzystny wplyw CO na procesy prozakrzepowe, jednak nie
ustalono doktadnie mechanizmu takiego dziatania. Dlatego badania nad mechanizmem
dzialania tlenku wegla na plytki krwi, ktérych podjeta sie Doktorantka, uwazam za
niezwykle wazne i aktualne, poniewaz moga przyczyni¢ sie do opracowania nowych
schematéw terapeutycznych u pacjentdw z grupy ryzyka choréb zatorowo-

zakrzepowych i sercowo-naczyniowych.

Przedstawiona mi do recenzji praca, zawarta w 120 stronach maszynopisu, ma
typowy ukiad dla dysertacji doktorskich. Sktada sie z 11 gtéwnych rozdzialéw i wykazu
stosowanych skrétéw. Pismiennictwo obejmuje 90 pozycji, z czego zaledwie 3 prace
pochodzg z ostatnich 5 lat. Zdecydowana wiekszo$¢é cytowanych prac zostata
opublikowana w czasopismach zagranicznych ujetych w wykazie Journal Citation
Reports. W rozprawie piémiennictwo uporzadkowane jest w kolejnosci alfabetycznej.
W pracy Autorka umiescita 57 rycin i 11 tabel, ktére w sposéb wyczerpujacy prezentuja
zalozenia teoretyczne i wyniki rozprawy. Pod wzgledem edytorskim praca
przygotowana jest bardzo dobrze, uwage zwraca duza staranno$é Doktorantki w

przygotowaniu rozprawy.
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We wstepie Doktorantka opisuje modele hemostazy oraz szczegélowe
mechanizmy krzepniecia w modelu komdérkowym. Z ogromng dokltadno$cia zostaly
przygotowane podrozdzialy dotyczace gazoprzekaznikéw i ich udzialu w procesie
aktywacji, adhezji i agregacji plytek krwi. Podrozdzial dotyczacy statystyk umieralnosci
jest réwniez opracowany starannie, jednak nie wydaje sie, aby byl on kluczowy dla
pracy i wnosit istotne informacje. Sadze, Ze bardziej zasadna czescig wstepu byltby
podrozdzial opisujacy stosowane obecnie schematy terapeutyczne oparte o leki
przeciwplytkowe. Podkresle jednak, Ze w Zaden sposéb nie umniejsza to naukowej
wartosci pracy i jej gtéwnemu tematowi. Pod wzgledem redakcyjnym ta czes$é rozprawy
jest napisana bardzo dobrze, choé Doktorantka nie unikneta nielicznych literéwek czy
niescistosci. Wspomne chociazby o nie do korica wiasciwym uzyciu stowa ,komédrka
macierzysta” w odniesieniu do piytki krwi, z ktérej uwalniane sg mikropecherzyki
(komoérka macierzysta w hematologii odnosi sie do komorki pnia, z ktérej wywodzg sie
inne komorki - zastosowanie tego sformulowania w innym kontekscie moze byc
mylace); czy tez kilkukrotnym powtérzeniu stowa ,rolling” w tabeli 4 zamiast
zastosowania stowa ,toczenie”, ktére w polskiej nomenklaturze odnosi sie do procesu
powolnego przylegania czy to ptytki krwi czy leukocytéw do Srédbtonka naczyniowego,
zanim dojdzie do ich pelnej aktywacji i agregacji (PLT) czy diapedezy (leukocyty).

W oparciu o wstep teoretyczny Autorka postawita sobie cel badawczy, ktérym byta
szczegbtowa ocena przeciwplytkowego dziatania donoréw tlenku wegla na przykladzie

CORM-AL.

W rozdziale Materialy i Metody Doktorantka szczegélowo opisuje zastosowane
metody badawcze jak i badany material, podkreslajac pozytywna opinie wiasciwej
Komisji Bioetycznej dotyczaca przeprowadzanych badan. W mojej opinii warto by
dodaé kopie tej opinii do calej rozprawy. W przypadku opisu metod mam jedng uwage
dotyczaca cytometrii przeplywowej — Autorka wymienia, ze bogatopltytkowe osocze bylo
znakowane aneksyna V sprzezong z FITC jak réwniez czasteczka CD62. Wydaje mi sie
jednak, ze Autorka miala na mysli przeciwcialo monoklonalne anty-CD62 (czyli
skierowane przeciwko P-selektynie) sprzezone z konkretnym fluorochromem. Na

podstawie dalszego tekstu wnioskuje, ze tym fluorochromem byta fikoerytryna (PE).




Sugeruje, aby dopilnowac przy przygotowywaniu publikacji z wynikami pracy, aby w
opisie metod znalazia si¢ wlasciwa informacja na temat metody oceny ekspresji P-
selektyny na powierzchni ptytek krwi. Kolejng z metod badawczych, ktére Doktorantka
stosowata, byl pomiar sygnatu wapniowego za pomoca barwnika Fura-2/AM. Metoda ta
jak najbardziej jest zasadna i wyniki dzieki niej sa bardzo warto$ciowe, jednak pozwole
sobie zasugerowac, ze majac do dyspozycji cytometr przeplywowy wyposazony w laser
argonowy i co najmniej dwa detektory fluorescencji (jak ten wymieniony w rozprawie),
warto by siegna¢ po metode z dwoma barwnikami fluorescencyjnymi (Fluo-3 i Fura-
red), ktorych wzajemne zmiany intensywnosci $wiecenia lepiej obrazowalyby zmiany
wewnatrzkomdrkowej dystrybucji jonéw wapnia w komérkach. Byé moze w dalszych
badaniach Autorka mogtaby siegnaé po te metode badawcza. Pozostale metody, jak
chociazby ocena retrakeji skrzepu czy tez tromboelastometria sa opisane z ogromna
uwaznoscig. Co wigcej, dobér metod badawczych wskazuje na doskonale obeznanie sie
Doktorantki z problemem badawczym, poniewaz kazda z nich pozwala na otrzymanie

wartosciowych wynikéw zgtebiajacych mechanizm dziatania CO na ptytki krwi.

W rozdziale 4 ,,Wyniki” Doktorantka, metoda po metodzie, opisuje uzyskane przez
siebie rezultaty badan. Na poczatku rozdziatu Autorka podaje, ze eksperymenty byly
wykonywane w 12-15 powtdrzeniach, co jest w zupetnosci wystarczajace i pozwalajace
na przeprowadzenie wiarygodnej analizy statystycznej. Wszystkie wyniki Autorka
przedstawia w formie opisowej i w formie rycin. Pozwole sobie jedynie zwrécié uwage,
ze rycina w pracach naukowych powinna ,zy¢ wlasnym Zyciem”, a wiec opis pod nia
powinien by¢ niezwykle wyczerpujacy. Dlatego w przypadku ryciny 31 warto by w jej
legendzie podac rozwinigcia skrétéw, a w pozostatych liczbe powtdrzer eksperymentu.
Podkresle jednak, ze uwaga ta w zaden sposéb nie odnosi si¢ do warto$ci merytorycznej

omawianego rozdziatu.

W trakcie swoich szeroko zakrojonych badan Doktorantka wykazala, co nastepuje:

e W zaleznosci od czynnika pobudzajacego plytki, zahamowanie tego procesu
o polowe wymaga uzycia donora CO w réznych stezeniach

e Zahamowanie agregacji piytek krwi zaleznej od réznych czynnikéw
stymulujacych wymaga uzycia donora CO w réznych stezeniach, jednak w

wigkszosci przypadkéw CORM-A1 w stezeniu 250 pM jest juz efektywny




e Duzo nizsze stezenia CORM-A1 wystarczg do zahamowania uwalniania ATP
z plytek, niz do zahamowania ich agregacji

e Donor CO skutecznie zmniejsza uwalnianie jonéw wapnia z plytek krwi (tu
uwaga recenzenta - dlaczego na czesci rycin pokazano dziatanie donora w
stezeniu mikromolowym a w innych milimolowych, pomimo tego ze wciaz
uzywano tych samych stezen?)

e Juz 100 uM CORM-A1 zmniejsza ekspresje P-selektyny i fosfatydyloseryny na
powierzchni aktywowanych plytek krwi oraz uwalnianie mikropecherzykéw
plytkowych

e Donor CO hamuje wytwarzanie mleczanu przez plytki krwi w zaleznosci od
substratu reakcji, wplywa wiec na konkretny etap glikolizy

e CORM-Al wplywa na dynamike retrakcji skrzepu, jednak jej nie zapobiega

e CORM-Al w stezeniu 500 uM modyfikuje krzywa tromboelastometryczna, a

wiec moze wplywad na proces wykrzepiania in vivo

Podsumowujac te cze$¢ pracy musze przyznaé, Ze eksperymenty zostaly
doskonale zaplanowane, ich wyniki przedstawione bardzo czytelnie, a forma w jakiej
Doktorantka je przedstawila sprawia, Ze czyta si¢ je bardzo plynnie i z ogromna
przyjemnoscig. Uzyskane wyniki sg wysoce oryginalne i z cala pewnoscig powinny byé
udostepnione w literaturze miedzynarodowej jako istotny wktad w rozwéj badan nad

mechanizmami zapobiegania agregacji i aktywacji ptytek krwi.

Rozbudowana i plynnie prowadzona dyskusja wynikéw wskazuje na duza
dojrzatos¢ naukowa Doktorantki. Podobnie jak poprzednie czesci dysertacii, czyta sie ja
z ogromng przyjemnoscia. Ze wzgledu na oryginalno$é pracy dostepna literatura, z
ktéra Doktorantka mogtaby poréwnywac swoje wyniki, jest bardzo ograniczona. Jednak
nalezy podkresli¢, ze w oparciu o dane literaturowe Doktorantka wiasciwie definiuje
mechanizmy, ktére doprowadzily do uzyskanych przez nig wynikéw. Dlatego uwazam
ten rozdzial za niezwykle wartosciowy, ktéry podkresla wysokg warto$¢ naukowa

przedstawionej rozprawy.
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W rozdziale 6, na podstawie przeprowadzonych przez siebie badan, Doktorantka
przedstawia 7 wnioskéw. W tym przypadku réwniez Autorka potwierdza swoja
dojrzato$¢ naukowa, poniewaz rozdzial ten przedstawia faktyczne wnioski a nie

podsumowanie wynikéw, co niestety bardzo czesto w tego typu pracach sie zdarza.

Podsumowujac, rozprawe na stopier naukowy doktora nauk medycznych mgr
Marty Iwanickiej oceniam bardzo wysoko. Doktorantka wykazala dobre przygotowanie
teoretyczne, opanowanie warsztatu badawczego oraz umiejetno$¢ analizy uzyskanych
wynikéw. Wyniki rozprawy moga sta¢ si¢ podstawa do opracowania nowych metod
terapeutycznych w chorobach sercowo-naczyniowych, u podioza ktérych lezy
nadmierna aktywacja plytek krwi i powinny zostaé przedstawione w formie pelnych

publikacji miedzynarodowemu gremium naukowemu.

W mojej ocenie rozprawa spelnia warunki okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018 poz.1668), dlatego wnosze do
Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie pani mgr
Marty Iwanickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu

na wysoka wartos¢ naukowa uzyskanych wynikéw, wnosze o wyrdznienie rozprawy.
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