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Terapia przeciwplytkowa jest strategicznym postepowaniem w leczeniu i prewencii chordb
ukfadu sercowo-naczyniowego. Skuteczne terapie przeciwplytkowe opierajg sie na podaniu 2 lub 3
lekéw, o réinych mechanizmach dziatania, co wskutek blokowania réznych sciezek aktywacji plytek
efektywniej hamuje ich funkcje. Mimo to skutecznosci terapii przeciwplytkowych jest
niezadawalajgca z powodu braku petnej odpowiedzi plytek na dziatanie inhibitorow.

W ramach rozprawy doktorskiej zaproponowano nowe podejécie do leczenia
przeciwplytkowego w oparciu o idee dwutorowego hamowania funkcji plytek krwi. Dotyczy ona
facznego stosowania zwigzkéw dzialajacych na plytkowe receptory purynergiczne i polega na
stosowaniu lekéw nalezgcych do grupy antagonisidw receptora P2Y;, oraz zwigzkéw wykazujacych
potencjal do hamowania funkcji plytek krwi poprzez aktywacje Sciezki sygnatowej zaleznej od
obecnych na plytkach krwi receptoréw adenozynowych (AR). Adenozyna powstajagca na drodze
zewngtrzkomorkowego katabolizmu nukleotydéw adeninowych stymuluje receptory purynergiczne
typu P1, obecne na powierzchni réznych komdérek, miedzy innymi komérek srodbtonka i miesniéwki
gladkiej naczyri, fibroblastéw, neutrofili, a takie plytek krwi. Wszystkie podtypy receptoréw
adenozynowych {A1, A2a, A2b i A3) naleig do rodziny receptoréw sprzezonych z biatkiem G, a ich
aktywacja (gldwnie podtypu A2b, stymulowanego przez wysokie stezenie adenozyny) znosi efekty
pobudzenia receptorow P2, co kompensuje miedzy innymi pro-miazdiycowe dziatanie

zewnatrzkomorkowych nukleotydow, jednoczeénie podkreslajac ochronny wptyw adenozyny.



Juz w 1964 roku doniesiono o silnym hamowaniu, przez 2-chloroadenozyne, agregacji plytek
krwi indukowanej ADP. W latach 70-tych, kiedy wykryto blonowe receptory stymulowane przez
adenozyne i sukcesywnie wprowadzano do badari szereg analogéw adenozyny szukajgc mozliwosci
ich farmakologicznego wykorzystania, rozpoczat sie intensywny rozwéj badan dotyczacych roli
adenozyny jako czastek sygnatowych.

Obecno$¢ poszczegéinych podtypow receptoréw adenozynowych w fozysku naczyniowym i
plytkach krwi, jak réwniez efekty ich aktywacji, moga mie¢ bezposredni wplyw na rozwéj schorzen
ukiadu sercowo-naczyniowego. W tym swietle uwazam prezentowane podejicie badawcze,
skupiajace sie na kolejnym protekcyjnym mechanizmie opartym na aktywacji plytkowych receptoréw
adenozynowych przy jednoczesnym hamowaniu receptoréw P2Y;,, za waine i aktualne Badania nad
specyficznymi receptorami purynergicznymi i ich agonistami/antagonistami moga prowadzi¢ do

wdrozenia nowoczesnych terapii schorzert uktadu sercowo-naczyniowego.

Ocena formalna rozprawy

Rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Wzorek jest napisana w postaci 45-stronicowego
komentarza do zbioru 3 oryginalnych prac, ktére ukazaly sie w druku w latach 2019, 2020 i 2021. W
pierwszej z nich, opublikowanej w 2019 roku, Doktorantka jest drugim autorem, w kolejnych juz
autorem pierwszym. Parametry bibliometryczne prac sg wysokie {IF = 12,515). Doktorantka definiuje
swoOj wkiad w powstanie prac, ktéry rosnie wraz z kolejnymi publikacjami, jako: planowanie i
wykonywanie eksperymentow, statystyczne opracowanie i wizualizacja wynikéw, a w pracy ostatniej
takze pisanie pracy wspétudziat w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Prace stanowigce tres¢ rozprawy:

1. Boncler M, Wzorek J, Wolska N, Polak D, Watala C, Rozalski M. Adenosine receptor agonists
deepen the inhibition of platelet aggregation by P2Y12 antagonists. Vascul Pharmacol. 2019
Feb;113:47-56. doi: 10.1016/j.vph.2018.11.005.1F = 3,330; MNiSW = 100

2. Wozorek J, Bednarek R, Watala C, Boncler M. Binding of adenosine derivatives to carrier
proteins may reduce their antiplatelet activity. Biochem Pharmacol. 2020 Apr;174:113827.
doi: 10.1016/j.bcp.2020.113827.1F = 4,960; MNiSW = 100

3. Wazorek J, Bednarek R, Watala C, Boncler M. Efficacy of a combined antiplatelet therapy is
not affected by a simultaneous binding of cangrelor and PSB 0777 to albumin. Front
Pharmacol. 2021 Mar;12:638257. doi: 10.3389/fphar.2021.638257. IF = 4,225; MEiN = 100

Komentarz do prac zostat napisany w ukladzie réwnowainym klasycznej rozprawie
doktorskiej. Rozprawe podzielono na rozdzialy , rozpoczynajac od ,Wstepu”, w ktérym Autorka
skupita si¢ na kilku zagadnieniach dotyczacych: korzysci i wad podwdjnej terapii przeciwptytkowej,

charakterystyki receptoréw adenozynowych z wyrdinieniem plytek krwi i ich agonistéw oraz



znaczenia biatek osocza w procesie transportu lekoéw we krwi. interesujacy i bardzo uzasadniony jest
podrozdziat dotyczacy klasycznych i nowoczesnych metod stosowanych do analizy pofaczeri biatek
osocza z lekami. Koriczac ,Wstep” Doktorantka przedstawia skondensowany opis najwazniejszych
badari i metod stanowigcych tres¢ rozprawy. W tekscie ,Wstepu” dostrzegtam nieprecyzyjnos¢ w
opisie znaczenia pofaczenn bialek osocza z lekami. Na stronie 9 (wersy 28-30) Autorka pisze -
~Kompleksy biatko-lek tworza swego rodzaju system transportowy do przencszenia lekow do ich
docelowych miejsc dziatania (Valiner 1977)". Sugeruje tym samym, e kompleksy lek-biatko
przechodza przez blony biologiczne do tkanek receptorowych. Podczas gdy s3 magazynem leku i
kraza w kompleksach we krwi, a ich transport do miejsc docelowych moze dotyczyé¢ tylko komorek
krwi i $ciany naczyn krwionosnych. W innych czesciach rozprawy Autorka definiuje to zagadnienie
prawidiowo. W rozdziale ,,Cele”, swoje plany badawcze Autorka przedstawia bardzo precyzyjnie w
postaci 5 pytann badawczych i 10 szczegétowych celéw badan. W rozdziale ,Materiat i metody”,
tytulowe zagadnienia zostaly opisane skrétowo, co jest uzasadnione, bowiem szczegbtowy opis
znajduje si¢ w pracach, wraz z rycing przedstawiajgcq schemat badania w Pracy 2. Zwraca uwage
logiczna konstrukcja schematu badan, ktéra ostatecznie daje odpowiedzi na wszystkie pytania, ktére
Autorka stawia wczesniej. W kolejnym rozdziale, ,Dyskusja najwazniejszych wynikéw”,
uwzgledniono wszystkie waine watki prac, a ich analiza jest wnikliwa i bardzo merytoryczna. Tutaj
tez Autorka czesto odnosi sie¢ do zasadnosci wybranej do badart metodologii. Na wyrazy uznania
zastuguje wskazanie kierunku dalszych badan.

Czes¢ dyskusyjng zamykajq 3 ,Wnioski”, ktdre de facto s3 polaczeniem krétkiego opisu
wynikéw i w koricowej czesci rowniez wnioskami ogélnymi. Uwazam, 7e w $wietle szerokiego zakresu
badani i licznych wynikéw, korzystne byloby wydzielenie krétkiego podsumowanie wynikéw od
wnioskow ogoinych. W rozdziale ,Streszczenie w jezyku polskim”, na stronie 29, bardzo trafnie i
syntetycznie takie wnioski ogdlne zostaly takie przedstawione w formie kilkuzdaniowego
podsumowania.

Po kolejnych rozdzialach ,Streszczenie w jezyku polskim” i ,Streszczenie w jezyku
angielskim” jest ,Bibliografia”, oparta w wigkszosci na najnowszych publikacjach, choé cytowane s3
rowniez starsze prace, co dowodzi bardzo dokiadnej analizy piSmiennictwa i dobrego teoretycznego
przygotowania Autorki do badarn.

Kolejny rozdziat - ,,Publikacje stanowigce tres¢ rozprawy doktorskiej”, zawiera spis i dane
bibliometryczne publikacji bedacych podstawg rozprawy doktorskiej. Rozdziat kolejny to ,Wykaz
pozostalego dorobku naukowego i innych osiggnie¢”. Wynika z niego, Ze Autorka aktywnie
uczestniczyta w kilku konferencjach migdzynarodowych oraz jest wspétautorem pracy o wysokim

wspotczynniku odzialywania , ktore sg Scisle zwigzane z tematykq rozprawy doktorskiej.



Kolejny rozdzial ,Finansowanie badait”, informuje, ze prezentowane w rozprawie badania
zostaly zrealizowane w ramach projektu TEAM (TEAM/2016-1/8) pt. , Strategia dwutorowej, zaleznej
od purynoreceptorow, modulacji aktywacji i reaktywnosci plytek krwi do ograniczania ryzyka
zatorowosci naczyn krwionosnych, zaleznego od plytek krwi i srodblfonka naczyniowego - badania z
wykorzystaniem modeli komorkowych i zwierzecych”, sfinansowanego przez Fundacje na Rzecz Nauki
Polskiej i Unie Europejskg z zakresu Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionainego.

W ostatnim rozdziale ,Tres¢ publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej i
oswiadczenia autoréw”, znajdujy sie publikacje wchodzgce w sklad rozprawy doktorskiej i

oswiadczenia wspdlautorow wyrazajgcych zgode na ich wykorzystanie w przewodzie doktorskim.

Ocena merytoryczna

W badaniach wykorzystano dostepne komercyjnie zwigzki - agonistow AR, ktére z wyjatkiem
BAY 60-6583, sa analogami adenozyny. Zwigzki majg charakter zasadowy i polarny oraz
charakteryzujg sie réznym profilem rozpuszczalnosci. Rozni je tez selektywnos¢ wobec receptorow
adenozynowych. UK 432097, MRE 0094 i PSB 0777 — sg selektywne wobec receptora A,,, BAY 60-
6582 — jest selektywny wzgledem receptora A, , a 2-chloroadenozyna jest nieselektywnym agonista.
W celu blokady receptora P2Y;, wybrano dwa leki - kangrelor, ktéry jest stosowany iv. w trakcie
przezskérnych interwencji wiericowych oraz metabolit prasugrelu, kt6ry jako prolek jest stosowany
p-o. chronicznie.

Duzym walorem rozprawy jest metodologia badan. Material biologiczny stanowita krew
zdrowych ochotnikéw z prawidiowo zastosowanymi kryteriami wykluczenia. Protokét badawczy
wyréznia fakt, ze powstat wylgcznie w oparciu o badania in vitro. Zastosowano metody biologiczne w
tym agregometrie i cytometrie przeptywowsy. Interakcje lekéw z biatkami osocza scharakteryzowano
po unieruchomieniu biatka (metoda powierzchniowego rezonansu plazmonowego) oraz
spektroskopie fluorescencyjng, gdy znajdowato sie w roziworze. Wykorzystano réwnie?
modelowanie molekularne {metoda in silico) w celu oceny miejsc wigzania zwigzkéw do albuminy.

W pierwszym etapie badan Doktorantka wykazata, ze agonisci receptoréw adenozyny: Cl-Ado,
PSB 0777, MRE 0094 oraz UK 432097 w stezenitach mikromolarnych nie s3 toksyczne w stosunku do
ptytek krwi, a PSB 0777 jest bardzo dobrze rozpuszczalnym w wodzie zwigzkiem. Wykazata, ze
badane zwigzki z wyjatkiem BAY 60-6583, z r6zng efektywnosciag hamuja indukowang ADP agregacje
plytek krwi. Dowiodla, Ze erytrocyty i leukocyty nie zmieniaja skutecznosci przeciwptytkowej
agonistow AR. Nastepnie wykazala, ze Cl-Ado, PSB 0777, MRE 0094 i UK 432097 istotnie nasilaja
proces hamowania agregacji plytek krwi przez inhibitory receptora P2Y12 (kangrelor oraz metabolit
prasugrelu) we krwi pelnej. Wyniki powyiszych badan dowodza udziatu receptoréw AR w
hamowaniu funkcji plytek krwi i wskazujg na potencjalne korzysci wynikajace ze stosowania
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agonistow AR w polgczeniu z inhibitorami receptora P2Y,;, w podwdjnej terapii przeciwplytkowej.
Poszerzajq tez znaczgco charakterystyke fizykochemiczng i farmakodynamiczng badanych analogéw
adenozyny, ktéra to wiedza jest kluczowa w wyborze zwigzkow do dalszych badani
farmakologicznych.

Prosze o odpowiedZ na pytania: Kiedy moze doj$¢ do zmian ekspresji lub powinowactwa
receptorow plytowych receptoréw A, ? Czy stosowane in vitro stezenia agonistow odpowiadajg

stezeniom , ktére in vivo mogg wywolac hipotensje pobudzajgc naczyniowe receptory Az, ?

Wychodzac z zalozenia, Ze podwéjna terapia przeciwplytkowa niesie ryzyko niekorzystnych
interakcji farmakokinetycznych na poziomie wigzania/ wypierania lekéw z biatek w kolejnych
badaniach Autorka szukala odpowiedzi na pytanie - czy i jak biatka osocza tj. HSA, al-AGP,
apolipoproteina A-1 i apolipoproteina B-100 zmienig efektywno$¢ przeciwplytkowy czterech
hamujgcych agregacje agonistow AR. Doktorantka wykazata, Ze wazne w transporcie lekéw we krwi
biatka osocza w stezeniu fizjologicznym ostabiajg efektywnos¢ hamowania funkgcji plytek krwi przez
pochodne adenozyny (CHAdo, PSB 0777, MRE 0094 i UK 432097). Analogi adenozyny wigig sie
przede wszystkim do albuminy osoczowej (PBS 0777) oraz do biatkowych sktadnikéw apolipoprotein:
ApoA-1 (MRE 0094) i ApoB—100 (MRE 0094 i UK 432097). Wyniki te opisujac jeden z wainych
parametréw farmakokinetycznych, ktorym jest wigzanie z biatkami osocza, przyniosly informacje o
tym, Ze przeciwplytkowy efekt agonistow AR moze byC oslabiony w wyniku ich interakcji z biatkami

0s50Cza.

W ostatnim etapie badan Doktorantka skupia sie na wytypowanym w oparciu o wczesniejsze
wyniki facznym stosowaniu kangreloru i PSB0777. Ocenita proces wigzania tych zwigzkéw z albuming
osoczow3. Wykazala, ze kangrelor (wigzania hydrofobowe) i PSB 0777 {wiazania hydrofobowe i sily
elektrostatyczne) wiazg sie do albuminy osoczowej z umiarkowanym powinowactwem. Kangrelor i
PSB 0777 nie konkurujg o miejsce wigzgce w albuminie, gdyz PSB 0777 wigze siec w miejscu Sudlowa
2, a kangrelor w miejscu Sudlowa 1. Wskazuje tez na kierunek dalszych badari, obejmujgcych pomiary
krystalograficzne, ki6re pozwolg na precyzyjne wskazanie miejsce wigzania obu zwigzkéw z
czgsteczkg albuminy.

Resumujgc efektywnosc¢ badanych zwigzkéw w hamowaniu funkcji plytek krwi jest zalezna od

obecnosci osocza lub albuminy w srodowisku.

Podsumowujgc analize uzyskanych wynikéw, Autorka stwierdza ,wyselekcjonowana na
podstawie wielu zmiennych para inhibitorow plytek krwi (kangrelor i PSB 0777) ma duzy potencjat do
wykorzystania w nowej podwdéjnej terapii przeciwplytkowej”. Tym samym dowodzi, ze osiagnefa
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nadrzedny cel swoich bada, ktérym bylo znalezienie korzystnego pod wzgledem
farmakodynamicznym i farmakokinetycznym polgczenia dwéch zwigzkéw o  dziataniu

przeciwplytkowym.

Ocena kosicowa

Wysoko oceniam rozprawe doktorskg mgr inz. Joanny Wzorek. Zakres badar zostat legicznie
i starannie zaprojektowany, a zamierzone cele badawcze osiggniete. Cze$¢ teoretyczna i
doswiadczalna rozprawy swiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym i eksperymentalnym
Doktorantki. lod¢ uzyskanych wynikow, w wigkszosci nowatorskich, jest imponujgca. Zostaly one
opublikowane w prestizowych czasopismach. Uzyskane wyniki mogg byé przyczynkiem do
rozpoczecia badan przedklinicznych. Nalezy takze mocno podkresli¢ znaczenie uzyskanych wynikéw
jako obiecujacg prébe poszukiwania farmakologicznej, opartej na synergizmie hiperaddycyjnym
ingerencji w funkcje zaktywowanych w chorobach ukladu sercowo-naczyniowego plytek krwi.

Przedstawiajagc powyisza recenzje kieruje do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w todzi wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Wzorek do dalszych etapdéw
przewodu doktorskiego w dziedzinie - nauki medyczne i nauki o zdrowiu, dyscyplinie - nauki
medyczne.

Whioskuje takie o wyréinienie rozprawy doktorskiej.

Prof. dr hab. n. farm. Ewa Chabielska

Bialystok, 26 maja 2021 r.



