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RECENZIA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Niny Wolskiej,

pt. “Adenosine receptor agonists and P2Y12 receptor antagonists exhibit
combined inhibitory effect on blood platelet function”

wykonanej

w Zakiadzie Zaburzen Krzepniecia Krwi Uniwersytetu Medycznego w todzi

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata napisana na podstawie
prac badawczych przeprowadzonych w Zaktadzie Zaburzen Krzepnigcia Krwi Katedry
Biologii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w t.odzi, pod kierunkiem promotora prof.
UM dr. hab. Marcina Roézalskiego oraz promotora pomocniczego, dr inz. lzabeli
K. Piechockiej z Pracowni Modelowania w Biologii i Medycynie Instytutu Podstawowych
Probleméw Techniki PAN. Rozprawa doktorska zostata przediozona w jezyku
angielskim, w formie spo6jnego tematycznie cyklu trzech prac opublikowanych
w recenzowanych czasopismach zagranicznych z listy filadelfijskiej - jednej pracy
przegladowej oraz dwdéch prac oryginalnych o charakterze eksperymentalnym,
opatrzonych zwieztym i wyczerpujgcym komentarzem o typowym dla publikacji
uktadzie, a takze streszczeniem w jezyku angielskim i polskim. Praca zawiera rowniez
indeks skrotéw oraz  bibliografie, jak réwniez informacje na temat dotychczasowej
pracy badawczej i osiggniec¢ doktorantki, w tym dane bibliometryczne. Wskazujg one na
ponadprzecietng aktywno$¢ naukowa doktorantki zaré6wno w zakresie prowadzenia
prac badawczych, uczestnictwa w konferencjach jak i pozyskiwania funduszy -
doktorantka jest kierownikiem grantu doktorskiego ETIUDA  oraz beneficjentka
uczelnianego grantu dla mtodych naukowcow.
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taczny wskaznik oddziatywania (IF) dla przedstawionych do recenzji prac wynosi
12.109, suma punktéw MNiSW = 340, a mgr Nina Wolska jest w nich pierwszym (choc

nie korespondencyjnym) autorem, co $wiadczy o istotnym wktadzie w ich powstanie.
Co prawda udziat doktorantki w poszczegélnych pracach nie zostat opisany w odrgbnym
o$wiadczeniu, tak jak to ma miejsce w przypadku pozostatych wspétautoréw, jednak
informacja ta jest zawarta w pracach oryginalnych i wskazuje na wiodacg role
doktorantki w sformutowaniu koncepcji badawczej, realizacji zadan badawczych
i oméwieniu uzyskanych wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptéw. Prace badawcze
prowadzone przez doktorantke zostaly zaakceptowane przez lokalng Komisjg
Bioetyczna.

W dysertacji doktorantka podejmuje si¢ opracowania zagadnienia, ktore do tej pory nie
byto eksplorowane, co juz samo czyni temat bardzo interesujacym. Mimo, Ze praca ma
charakter eksperymentalny, to jednak na koricu drogi jawi sie cel jak najbardziej
kliniczny. Zadania jakie sobie doktorantka wyznaczyta obejmujg wstegpne prace nad
nowatorskim podejsciem do zlozonego leczenia przeciwptytkowego chordb
naczyniowych. 1 chociaz metoda podwéjnej terapii przeciwptytkowej od dawna
funkcjonuje w prewencji choréb naczyniowych - mam na my$li potgczenie aspiryny
(inhibitora cyklooksygenazy) z dipirydamolem (inhibitorem fosfodiesterazy, PDE-5)
lub klopidogrelem (inhibitorem receptora P2Y12), to innowacja jest potgczenie agonisty
receptora adenozynowego (AR) z inhibitorem receptora P,Y12. W zatozeniu potaczenie
takie ma umozliwi¢ zmniejszenie dawki inhibitora i tym samym ograniczenie dziatan
niepozadanych, przede wszystkim zagrazajacych zyciu krwotokow, przy jednoczesnym
utrzymaniu skuteczno$ci antyagregacyjnej. Doktorantka podjeta si¢ przeanalizowania
pod tym katem kilku agonistéw AR w odniesieniu do dwéch, stosowanych w praktyce
klinicznej lekéw: kangreloru i metabolitu prasugrelu.

Cykl prac otwiera bardzo przemyslany artykut przegladowy pt.:"Blood Platelet
Adenosine Receptors as Potential Targets for Anti-Platelet Therapy”, opublikowany
w International Journal of Molecular Sciences (IF=4.556), wprowadzajacy w tematyke
zaangazowania receptoréw adenozynowych w proces hamowania aktywacji ptytek, jak
réwniez stanowigcy obszerny przeglad dostepnych komercyjnie agonistéw, ktérych
wiaéciwoéci, zwlaszcza w odniesieniu do ptytek krwi, zostaty juz poznane. Praca ta
prezentuje szerokie ujecie zagadnienia, a jednoczesnie jest tematycznie bardzo spdjna
z pozostatymi pracami oryginalnymi i niewgtpliwie stanowi cenne wprowadzenie
w tematyke opisanych dalej eksperymentow.

Tezy dysertacji zostaly zawarte zar6wno w komentarzu do Rozprawy jak réwniez sg
wyraznie wyartykutowane w kazdej z prac oryginalnych. Celem badan byto
1) udokumentowanie, ze potgczenie inhibitora receptora P2Yi2 z agonistg receptora
adenozynowego poteguje efekt antyagregacyjny oraz 2) okreélenie skutecznosci takiego
potaczenia w odniesieniu do szeregu molekularnych aspektéw procesu aktywacji
ptytek.

Osiagniecie pierwszego celu opisuje artykut oryginalny, opublikowany w czasopi$mie
Molecule (IF=3.267) pt.: ,Adenosine Receptor Agonists Exhibit Anti-Platelet Effects and
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the Potential to Overcome Resistance to P2Y12 Receptor Antagonists”. W pracy tej
doktorantka wraz z zespotem wykazata, ze po pierwsze - uzyte w eksperymencie
zwiazki agonistyczne wzgledem AR jak: NECA, regadenoson oraz LUF5835 nie
wywieraja efektu cytotoksycznego wzgledem piytek. Dwa pierwsze samodzielnie
wywotuja efekt antyagregacyjny, natomiast wszystkie w potaczeniu z kangrelorem lub
metabolitem prasugrelu - potegujg go. Bardzo interesujacym aspektem tej pracy byto
wyodrebnienie prob z dobrg i staba odpowiedzig na antyagregacyjne dziatanie
antagonisty P2Y12 i ocena agregacji ptytek po dodaniu agonisty AR w tychze grupach.
Spektakularne wyniki i konkluzja, ze agonisci AR wzmacniajg efekt antyagregacyjny
zwlaszcza w grupie ze staba odpowiedzig plytek na dziatanie antagonistow P2Y12 sa
obiecujace w kontekécie nowych mozliwo$ci przetamania biochemicznej opornosci na
dziatanie lekéw antyagregacyjnych. Takiego synergizmu dziatania doktorantka nie
wykazata w warunkach dynamicznych, w ktorych co prawda zaréwno agonisci AR (i to
znacznie wyrazniej niz w warunkach statycznych) jak i inhibitory P2Y12 wykazuja efekt
przeciwptytkowy, to jednak nie jest on wzmocniony w modelu skojarzonym, co przy
wysokich wartosciach wsp6tczynnika zmienno$ci nakazuje jednak zachowa¢ ostrozno$¢
w formutowaniu jednoznacznych wnioskéw odnoszacych sie do zastosowan klinicznych.

Préba wyjasnienia mechanizméw molekularnych stojacych za tym zjawiskiem zostata
zawarta w drugiej pracy eksperymentalnej opublikowanej w czasopi$mie
Pharmaceuticals (IF=4.286) pt.: ,Adenosine Receptor Agonists Increase the Inhibition of
Platelet Function by P2Y12 Antagonists in a cAMP- and Calcium-Dependent Manner”. W
publikacji tej doktorantka przeanalizowata szeroki wachlarz az 9 agonistéw i okreslita
ich wptyw na rézne aspekty aktywacji ptytek (mobilizacje jonow wapnia, tworzenie
VASP, degranulacje ziarnistosci alfa czy aktywacje receptora dla fibrynogenu i wreszcie
wigzanie samego fibrynogenu), réwniez w modelu skojarzonym, z udziatem inhibitora
receptora P2Y12. Udokumentowata przy tym, ze zwiekszony efekt przeciwplytkowy
wystepuje na wszystkich badanych etapach aktywacji plytek, jednak nie przebiega
wedtug uniwersalnego dla wszystkich agonistéw wzorca. Niemniej wyniki wskazuja, ze
intensyfikacja dziatania przeciwptytkowego zachodzi w mechanizmie zaleznym od
mobilizacji jonéw wapnia i stezenia cCAMP. Zatem problem pozostaje otwarty i aktualny
stan badan wydaje sie by¢ dobrym punktem wyjécia do dalszych prac w tym zakresie.

Ponadto doktorantka wykazata, ze agoniéci AR réwniez samodzielnie zmniejszaja
aktywacje ptytek, choé¢ z rézna intensywnoscia, a takze potwierdzita wczeéniejsze
obserwacje, ze oddziatywanie to nie zalezy od selektywnosci agonistow 1 sity
powinowactwa do receptora. W komentarzu doktorantka przedstawita dziewiec
kluczowych wnioskow, ktore Scisle odzwierciedlajg wyniki prac.

Warta odrebnego komentarza jest tez przemySlana i precyzyjnie opracowana
metodologia. Doktorantka miata do dyspozycji rozbudowany warsztat badawczy -
potaczenie metod agregometrycznych z funkcjonalng analizg cytometryczng wraz z
mikroskopia konfokalng i wizualizacjg agregacji ptytek w warunkach przeptywu krwi
oraz inne metody biochemiczne. Pozwalaja one na wielopfaszczyznowq analize
aktywacji ptytek pod wplywem badanych zwigzkéw, co doktorantka doskonale
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wykorzystata.  Nalezy tez zauwazy¢, ze prace byly prowadzone na materiale
pozyskanym od znacznej jak na badania eksperymentalne grupy zdrowych ochotnikéw.
Wigcej, wykonywane byly w krwi petnej, co jest bardzo korzystne z punktu widzenia
metodologii, gdyz pozwala unikng¢ artyficjalnej aktywacji ptytek w trakcie analiz, ale
jest zarazem trudne logistycznie, bowiem wymaga przeprowadzenia wszystkich
eksperymentow bezposrednio lub w krétkim czasie po pobraniu krwi.

Zastosowanymi przez doktorantke w obydwu pracach antagonistami receptora PYq»
byl kangrelor i metabolit prasugrelu. I tu rodzi sie pytanie - jakie byty przestanki
sktaniajgce do takiego wyboru? Obydwa leki s3 stosowane w praktyce klinicznej,
zasadniczo w kardiologii interwencyjnej. Nie s3 jednak stosowane w przewlektej
profilaktyce choréb naczyniowych w tym udaru mézgu, w przeciwienistwie do
klopidogrelu, powszechnie ordynowanego w szeroko rozumianej prewencji choréb
naczyniowych zaréwno w monoterapii jak i w pewnych sytuacjach klinicznych w terapii
taczonej z aspiryna. Zatem z jakiego powodu wybdr padt na kangrelor i prasugrel?

Doskonate przygotowanie eksperymentéw pod wzgledem metodologicznym powoduje,
ze prace doktorantki  stanowig bardzo rzetelng baze dla dalszych badan
przedklinicznych nad farmakologicznym wykorzystaniem aktywacji receptoréw
adenozynowych. I cho¢ do zastosowania praktycznego droga jest daleka, to wtaénie
takie badania sg milowym krokiem naprzéd w pragmatycznych z zalozenia naukach
biomedycznych.

Reasumujac, prace doktorskg mgr inz. Niny Wolskiej, ze wzgledu na nowatorstwo,
doskonale opanowany warsztat badawczy i duza swobode z jakg doktorantka prowadzi
merytoryczng dyskusje, oceniam bardzo wysoko. Nalezy podkresli¢, ze publikacje
doktorantki zostaly docenione réwniez przez recenzentéw uznanych czasopism
0 zasiegu migdzynarodowym. Przytaczajac sie do tych pozytywnych opinii stwierdzam,
ze rozprawa doktorska mgr Niny Wolskiej spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) i tym samym przedktadam
Wysokiej Radzie Nauk Medycznych Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Niny Wolskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Z wzgledu na bardzo wysokie walory poznawcze i znaczenie kliniczne rezultatéw pracy
wnoszg 0 wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Niny Wolskiej.
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