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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Niny Wolskiej

»Adenosine receptor agonists and P2Y 12 receptor antagonists exhibit
combined inhibitory effect on blood platelet function”

wykonanej w Zaktadzie Zaburzen Krzepnigcia Krwi Katedry Nauk Biomedycznych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi pod kierunkiem dr hab. Marcina Rozalskiego,
profesora uczelni oraz dr lzabeli Piechockiej (Instytut Podstawowych Probleméw
Techniki Polskiej Akademii Nauk).

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Prodziekana ds. Nauki Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w L.odzi z dnia 30 wrzesnia 2020 r.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cykl trzech monotematycznych
publikacji naukowych, w tym dwaoch prac oryginalnych, opublikowanych w 2019 i 2020
roku w zagranicznych czasopismach naukowych ujetych w zbiorach Journal Citation
Report (JCR). W sktad cyklu wchodza nastepujace publikacje:

1. Wolska N., Rozalski, M. (2019). Blood Platelet Adenosine Receptors as Potential
Targets for Anti-Platelet Therapy. Int J Mol Sci, 20(21):5474.
DOI: 10.3390/ijms20215475.

MNIiSW - 140, IF2019 = 4.556

2. Wolska N., Boncler M., Polak D., Wzorek J., Przygodzki T., Gapinska M.,
Watala C., Rozalski M. (2019). Adenosine Receptor Agonists Exhibit Anti-
Platelet Effects and the Potential to Overcome Resistance to P2Y 12 Receptor
Antagonists. Molecules, 25(1):130. DOI: 10.3390/molecules25010130
MNISW - 100, IF2019 = 3.267

3. Wolska N., Kassassir H., Luzak B., Watala C., Rozalski M. (2020). Adenosine
Receptor Agonists Increase the Inhibition of Platelet Function by P2Y12

,(\ﬂoLOGH’/P
& K
90-924 Lodz, Poland, 4/10 Stefanowskiego Street, building A2 S o l‘r
phone: +48 42 631 34 42, fax: +48 42 636 66 18, i@ 0§
[#]
e-mail: biochem@info.p.lodz.pl, www.p.lodz.pl W gy 07

HR EXCELLENCE IN RESEARCH


https://www.ippt.pan.pl/

Antagonists in a cAMP- and Calcium-Dependent Manner. Pharmaceuticals,
13(8):E177. DOI: 10.3390/ph13080177
MNIiSW - 100, IFz2019 = 4.286

Catkowity wspotczynnik wptywu Impact Factor dla cyklu publikacji bedacych podstawa
do ubiegania si¢ o stopien doktora wynosi 12.109 1 odpowiada 340 punktom wedlug
kryteriow MNISW. W wyzej wymienionych pracach Doktorantka jest pierwszym
autorem, a jej udziat w powstaniu tych prac wynosi od 40% do 80%, co wskazuje, ze
pehita Ona w tych badaniach kluczowa role. Doktorantka ztozyta oswiadczenia i w
kazdym z nich przedstawita, ze Jej wktad w powstaniu artykutdw polegat na udziale w
planowaniu eksperymentéw oraz ich prowadzeniu, analizie danych, przygotowaniu i
edycji manuskryptu, a takze przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.
Wspoétautorzy poszczeg6lnych prac ztozyli takze oswiadczenia, w ktérych przedstawili
swo0j wktad w ich powstanie oraz wyrazili zgod¢ na wykorzystanie publikacji przez Panig
Nin¢ Wolska w jej pracy doktorskie;.

Rozprawa doktorska, ktorej podstawg sag wyzej wymienione artykuly naukowe zostata
zatytulowana ,,Adenosine receptor agonists and P2Y12 receptor antagonists exhibit
combined inhibitory effect on blood platelet function”. Anglojezyczny komentarz do
rozprawy obejmuje tacznie 16 stron maszynopisu, w ktorym Doktorantka wyjasnia
problem badawczy opisany w publikacjach oraz podsumowuje najwazniejsze wnioski.
Komentarz zawiera indeks stosowanych skrotéw, wstep, wyraznie zaznaczony cel pracy,
materiaty i metody, wyniki, podsumowanie W postaci konkluzji oraz wykaz stosowane;j
bibliografii. Na koncu zostaty dotaczone trzy publikacje, bedace podstawa o ubieganie
si¢ o stopien doktora wraz z o§wiadczeniami wspdtautorow. Na moja prosbe Pani Wolska
dotaczyta rowniez Figure S1, ktorej brak w artykule ,,Adenosine Receptor Agonists
Exhibit Anti-Platelet Effects and the Potential to Overcome Resistance to P2Y 1, Receptor
Antagonists” opublikowanym w czasopi$mie Molecules.

Rozprawa doktorska Pani Niny Wolskiej stanowi samodzielng i wyodrebniong czgsé
pracy zbiorowej 1 wykazuje indywidualny wktad kandydata, odpowiadajacy warunkom
okreslonym w art. 13. Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wobec powyzszego wszystkie
kryteria niezbedne do przedstawienia rozprawy doktorskiej zostaly spetnione pod
wzgledem formalnym.

W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej jej autorka, mgr inz. Nina Wolska
podejmuje zadanie ewaluacji potaczonego dziatania agonistow receptorow
adenozynowych i antagonistow receptora P2Y12 w Kierunku ich zastosowania jako
czynnikdw hamujacych funkcje ptytek krwi. Zgodnie z wytycznymi Europejskiego
Towarzystwa Kardiologicznego pacjenci ze zdiagnozowang chorobg wiencowg powinni
otrzyma¢ mig¢dzy innymi podwojng terapie przeciwplytkowa w postaci antagonisty
plytkowego receptora P2Y12 dla difosforanu adenozyny (ADP) w potaczeniu z kwasem
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acetylosalicylowym. U podstaw stosowania podwojnej terapii przeciwplytkowej w
terapii powiktan miazdzycowo-zakrzepowych lezy kluczowa rola ptytek krwi. Jednym z
mechanizméw prowadzacych do ich aktywacji jest pobudzenie purynergicznych
receptorow P2Y:1 i P2Y12. Naturalnym ligandem obydwu receptoréw jest ADP.
Aktywacja receptora P2Y1 prowadzi do szybkiej zmiany ksztattu ptytek i odwracalnej
agregacji. Jednoczesnie aktywacja P2Y12 prowadzi do powolnej agregacji ptytek krwi.
Ze wzgledu na fakt, ze receptor P2Y 12 reguluje wzrost zakrzepu i jego stabilnos¢, a takze
ulega bardziej selektywnej ekspresji w tkankach organizmu, to on jest celem terapii
przeciwzakrzepowej.

Do grupy antagonistow receptora P2Y12 nalezg pochodne tienopirydyny (dawniej
stosowana tiklopidyna, obecnie klopidogrel i prasugrel) oraz tikagrelor, ktory jest
analogiem nukleozydowym. Podawanie jednego z lekow nalezacych do tienopirydyn
prowadzi do nieodwracalnej inhibicji ptytek krwi na skutek kowalencyjnego wigzania
substancji czynnej leku z miejscem aktywnym receptora P2Y12 i tworzenia mostka
disiarczkowego z jedna lub dwiema resztami cysteinowymi. Czas ich dziatania jest Scisle
Zwiazany z dlugos$cia zycia ptytek krwi. Tikagrelor z kolei jest odwracalnym antagonista
tego receptora i wigze si¢ w innym miejscu struktury receptora i blokuje go w sposob
niekompetycyjny.

Podwdjna terapia przeciwptytkowa w postaci antagonisty receptora P2Y12 w potaczeniu
z kwasem acetylosalicylowym nalezy do jednej z najlepiej przebadanych metod leczenia
w obszarze medycyny sercowo-naczyniowej. Na podstawie oszacowania populacyjnego
z 2015 roku odpowiednio u ok. 1 400 000 1 2 200 000 pacjentdéw rocznie mogg istnie¢
wskazania do jej stosowania po przebyciu interwencji wiencowej lub zawatu serca.
Ciagla terapia przeciwptytkowa wigze si¢ jednak ze zwigkszonym ryzykiem krwawienia,
przy czym ryzyko krwawienia wykazuje proporcjonalny zwigzek z czasem jej trwania.
Poza tym istnieje duza zmienno$¢ osobnicza odpowiedzi na leczenie, a w skrajnych
przypadkach brak odpowiedzi na zastosowang terapi¢ - opornos¢ na leki
przeciwptytkowe.

Nowga strategia obejscia opornosci na leki przeciwplytkowe moze by¢ zastosowanie
ligandow dwoch roéznych grup receptorow purynergicznych. Przedstawiona do recenzji
praca doktorska Pani mgr inz. Niny Wolskiej doskonale wpisuje si¢ w ten niezwykle
interesujagcy nurt badan. Nowatorskie podejécie testowane w ramach rozprawy
doktorskiej polegato na jednoczesnym zastosowaniu antagonisty receptora P2Y12 oraz
agonisty receptorow adenozyny (Aza i Agg). Zadania badawcze zaplanowane przez
Doktorantke zostaty w petni zrealizowane. Do osiagniecia zatozonych celéw Pani Nina
Wolska zastosowata podejscie oparte na wykorzystaniu peinej krwi ludzkiej pobranej od
zdrowych ochotnikdw, jak roéwniez izolowanych ptytek krwi. W pracy wykorzystano
klasyczne techniki biologii molekularnej oraz testy funkcjonalne, takie jak analizy
agregometryczne, cytometria przeptywowa, badanie tworzenia skrzepéw w warunkach
przeplywu, pomiar przezywalnosci ptytek krwi, analiza mobilizacji jonéw wapnia i
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poziomu cAMP, a takze identyfikacja populacji ptytek aktywowanych (z uzyciem
specyficznych przeciwcial dla powierzchniowych receptorow zlokalizowanych na
ptytkach krwi, takich jak P-selektyna, czy receptor GP IIb/Illa), wigzanie fibrynogenu,
lub uzycie testu VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein). Dobor w/w modeli i
testow jest niezwykle trafny.

Doskonalym wstepem teoretycznym dysertacji jest praca przegladowa opublikowana w
czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences dotyczaca roli ligandow
ptytkowych receptoréw adenozyny. Z kolei w oryginalnych pracach eksperymentalnych
Pani Nina Wolska oceniata potencjal przeciwptytkowy trzech (regadenozon, LUF 5835
and NECA) oraz dziewigciu (PSB0777, CGS21680, MRE0094, 2-chloroadenozyna,
CVv1808, HE-NECA, NECA, regadenozon i UK423,097) agonistdbw receptoréw
adenozyny w pofgczeniu ze stosowanymi w Klinice antagonistami receptora P2Y12
(kangrelor i metabolit R-138727 prasugrelu). Dwie prace do$wiadczalne ukazaly sie¢
odpowiednio w czasopismach Molecules i Pharmaceuticals. Z niezwykle cennych, z
mojego punktu widzenia, obserwacji wynikajgcych z prowadzonych prac nalezy
wymieni¢ m.in. wykazanie, ze agonisci receptorow adenozyny wykazuja znaczng
aktywno$¢ przeciwptytkowa w warunkach zblizonych do fizjologicznych (w warunku
przeptywu) mimo braku takiej aktywnosci w warunkach statycznych. Co wigcej, badani
agonisci, pomimo posiadania roznych profili selektywnosci, znaczaco wzmocnili
dziatanie przeciwplytkowe antagonistow P2Y12. Co wazne, ich dziatanie hamujace w
polaczeniu z antagonistami P2Yi12 bylo podobne u pacjentow z wysoka 1 niskg
odpowiedzig na antagonistdw receptora P2Y 12. Rowniez analizy aktywowanych szlakow
sygnatowych wskazuja, ze zastosowanie podwodjnego nacelowania na receptory
purynergiczne wykazuje silniejsze efekty niz terapia pojedyncza. Wyniki badan
przeprowadzonych przez Doktorantke jasno wskazuja, ze potaczenie lekow
przeciwptytkowych dziatajacych poprzez receptory adenozynowe i receptor P2Y12
stanowi obiecujaca alternatywe dla istniejgcej terapii przeciwzakrzepowej 1 moze by¢
zastosowane nawet u pacjentdow wykazujacych staba odpowiedz na obecno$c
antagonistow P2Y 15,

Podsumowujac, nakreslone na poczatku cele pracy, ktore stanowig ztozone problemy
badawcze zostaty zrealizowane w sposob skrupulatny i przemys$lany. Nie oznacza to
jednak, ze tematyka badawcza zostata w tym obszarze wyczerpana. Wrgcz przeciwnie -
otwiera nowe pola do dyskusji, a otrzymane wyniki stanowig punkt wyjscia do dalszych
badan. Dlatego prositabym Doktorantke o kilka zdan na temat mozliwosci podjecia
kolejnych krokéw badawczych w oparciu 0 uzyskane dotychczas wyniki.

Ponadto, podczas lektury pracy doktorskiej nasungty mi si¢ pytania, a niektore z nich
wymieniam ponizej:

1. Na stronie 6 znajdujemy informacj¢: “Adenosine receptors (AR) constitute a
subfamily of highly-conserved G-protein coupled receptors expressed intracellularly and
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on the membranes of most types of human cells and performing various physiological
functions.”

Czy Autorka moze skomentowac fakt wewnatrzkomodrkowej ekspresji receptorow
adenozynowych?

2. Na stronie 7 widnieje zdanie “The half-life of adenosine in circulation is extremely
short (approximately 1 s, no longer than 10 s), as in the bloodstream it is rapidly converted
to inosine by adenosine deaminases, and subsequently phosphorylated to 5'-AMP, or
alternatively eliminated due to the activity of nucleoside transporters”.

Na jakiej drodze inozyna moze by¢ fosforylowana do AMP?

3. Sugerowalabym rowniez stosowanie ujednoliconej nomenklatury receptorow
adenozynowych (w tek$cie komentarza mozna spotka¢ nazwy Aza, Azs lub Aza i Azb).

4. Czy kiedykolwiek Doktorantka oceniata przezywalno$¢ ptytek krwi po jednoczesnej
inkubacji z ligandami receptorow P1 i P2Y12?

Podsumowujac, przedstawiong do recenzji dysertacje¢ oceniam bardzo wysoko. Recenzja
opublikowanych prac jest zreszta z zalozenia zadaniem znacznie latwiejszym dla
recenzenta. Praca Pani Wolskiej zostala bowiem juz wcze$niej wysoko oceniona i
zweryfikowana przez co najmniej dwoch recenzentow czasopism International Journal
of Molecular Sciences, Molecules i Pharmaceuticals. Stwierdzam tez, ze rozprawa mgr
inz. Niny Wolskiej spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim. Z
pelnym przekonaniem wnioskuj¢ wigc do Rady Nauk Medycznych Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o przyjecie rozprawy i dopuszczenie
mgr inz. Niny Wolskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie cheiatabym podkresli¢, iz dorobek naukowy Pani mgr inz. Niny Wolskiej
jest bardzo wysoki, zwtaszcza jak na ten etap rozwoju kariery naukowej. Oprocz trzech
prac stanowiacych cykl publikacji bedacych podstawg do ubiegania si¢ o stopien doktora,
Doktorantka jest wspotautorka siedmiu artykutdéw w czasopismach ujetych w zbiorach
Journal Citation Report (Biochemical and Biophysical Research Communication,
Vascular Pharmacology, Journal of Pharmacological and Toxicological Methods,
Clinical and Experimental Rheumatology, dwie prace w Arthritis & Rheumatology, The
Annals of the Rheumatic Diseases). Elementem wyrdzniajacym dorobek naukowy Pani
Wolskiej jest bardzo dobra ranga czasopism, w ktorych ukazaly si¢ artykuly Jej
wspolautorstwa, co znajduje odzwierciedlenie w Sumarycznej wartosci wspotczynnika
Impact Factor (48.635) oraz punktacji wedtug kryteriow MNiSW (1310 punktow). Prace
Pani Wolskiej byly cytowane 75 razy, a indeks Hirsch wynosi 5 (dane na dzien 21
pazdziernika 2020 r.). Na uwage zastuguje takze odbyty staz zagraniczny, co nalezy
podkresli¢ jako niezwykle wazny czynnik dla rozwoju miodej kadry naukowej. Staz
zaowocowal ukazaniem si¢ kilku publikacji oraz udziat w kilku projektach badawczych.
Pani Wolska byta kierownikiem projektu w konkursie ETIUDA finansowanym przez
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Narodowe Centrum Nauki oraz wykonawca w projekcie “Dual purinoreceptor —
dependent approach to prevent thromboembolic events dependent on blood platelets and
endothelium — approaches based on animal and cellular models” w Programie TEAM,
bedacym Projektem grantowym Fundacji narzecz Nauki Polskiej, jak rowniez
stypendystka projektéw finnsowanych przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi.

Z tego wzgledu oraz z uwagi na znaczacy wklad w poszerzenie 1 weryfikacje
dotychczasowej wiedzy naukowej, wnioskuje by wyr6znié¢ recenzowang prace doktorska,
jezeli oczywiscie zostang spetnione wszystkie kryteria wymagane przez Rade Nauk
Medycznych Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

6 e“OLOGH’%
g <,
90-924 Lodz, Poland, 4/10 Stefanowskiego Street, building A2 ré? E ‘r
phone: +48 42 631 34 42, fax: +48 42 636 66 18, i‘,_\ §
[*] QO

A

[N . <
e-mail: biochem@info.p.lodz.pl, www.p.lodz.pl Y . py. O L EXCELLENCE N RESEARCH



