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»OCENA WPLYWU AGONISTOW RECEPTOROW ADENOZYNOWYCH | ANTAGONISTOW
RECEPTOROW P2Y NA FUNKCJONOWANIE KOMOREK SRODBEONKA”

wykonanej Zakfadzie Cytobiologii i Proteomiki oraz Zakiadzie Zaburzen Krzepnigcia Krwi
" 'Katedry Nauk Biochemiczhych Uniwersytetu Medycznego w t.odzi

Zlozone mechanizmy patofizjologii choréb uktadu krazenia obejmujg utrate réwnowagi
hemostatycznej wynikajgca z zaburzen funkcjonowania kluczowych elementéw uktadu hemostazy:
ptytek krwi, osoczowych czynnikdéw krzepnigcia krwi, ukfadu fibrynolitycznego oraz dysfunkciji
§rédbtonka. W$réd wymienionych skiadnikéw decydujgcych o sprawnos$ci dziatania uktadu
hemostazy, szczegdlng role odgrywa sérédblonek $ciany naczyn krwiono$nych. Jako regulator
hemostazy wewnatrznaczyniowej, funkcji wazomotorycznych, cisnienia krwi, przebudowy tkanek
i procesow naprawczych, endotelium stanowi istotny element fizjologii nie tylko uktadu sercowo-
naczyniowego, ale takze catego organizmu. To wielokierunkowe dziatanie komoérek endotelialnych
pocigga za soba réwniez wazne konsekwericje patologiczne. Dysfunkcja $rodbtonka stanowi nie
tylko lokalne zaburzenie w obrebie struktury Sciany naczynia, ale przektada sie na szereg innych
patologii dotyczacych funkcjonowania uktadu sercowo-naczyniowego.

Jak dotad, zaréwno liczne préby opracowania nowych, jak i udoskonalenia istniejgcych
strategii terapeutycznych nie doprowadzity do satysfakcjonujgcej redukcji zapadalnosci na choroby
uktadu krgzenia i $miertelnosci chorych na skutek powiktann zakrzepowo-zatorowych. Stad tez
tematyka podjeta przez Autorke dysertacji stanowi bardzo wazne i aktualne zagadnienie.
Przedstawiona do recenzji rozprawa obejmuje prace badawcze in vitro koncentrujgce sie wokot
mozliwoéci modulowania odpowiedzi komérek srédblonka przy udziale agonistéw receptoréw
adenozynowych P1 i antagonistow receptoréw nukleotydowych P2Yi2, w podejSciu dualnym -

zaktadajgcym zastosowanie obu tych mechanizmoéw.
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Oceniana dysertacja stanowi obszerne, 295-stronicowe opracowanie w formie monografii.
Calos¢ pracy charakteryzuje sie uporzadkowang, przejrzystg struktura, typowg dia prac
zawierajacych cze§¢ doswiadczalng. Prace podzielono na 9 gtownych sekcji, obejmujgcych
wprowadzenie teoretyczne (I), oméwienie zatozer i celéw pracy (Il), materialy i metody (lil), wyniki
(IV), dyskusije (V), stwierdzenia i wnioski koricowe (VI), wykaz skrotéw uzywanych w tekscie (VII),
wykaz tabel i rycin (VIll) oraz pi$miennictwo (IX). Ponadto, praca zwiera streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, informacje o Zrédiach finansowania badan, a takze wykaz dorobku
naukowego i innych osiagnieé Autorki.

l. Wprowadzenie teoretyczne

Cze$¢ teoretyczna dysertacji to wielowatkowe oméwienie zagadnien zwigzanych fizjologia
endotelium. Obejmuje ono m.in przedstawienie budowy $rédblonka naczyniowego, jego roli w
roznorodnych procesach fizjologicznych, a takze problemu dysfunkgji $rédblonka i jej konsekwengji
patologicznych - w tym bardzo aktualnych kwestii zaburzet w cigzkich powiktaniach w przebiegu
COVID-19 (tj. podrozdziat 1.3.4). W dalszych sekcjach Wprowadzenia teoretycznego, Doktorantka
omoéwita wybrane aspekty zwigzane z oceng czynno$ciowy S$rédbionka, w tym markery
angiogenezy, proceséw zapalnych i funkcji hemostatycznych. Ze wzgledu na tematyke pracy, na
podkreslenie zastuguje fakt szczegblowego oraz dogtebnego oméwienia przez Autorke budowy,
klasyfikacji imechanizméw dziatania receptoréw nukleotydowych, a takze zamieszczenie
charakterystyki chemicznej ibiochemicznej badanych agonistéw i antagonistéw. Czes¢
teoretyczng wykonano z duzg staranno$cig, a przygotowanie merytoryczne i zaangazowanie
Doktorantki potwierdza nie tylko wysoki poziom naukowy tej sekcji pracy, cytowanie najnowszej
literatury, ale takze liczne autorskie ryciny wzbogacajace tekst (w czesci teoretycznej jest ich 20;
dodatkowo o rycing wzbogacono takze obie wersje jezykowe streszczenia).

Z obowigzku recenzenta musze jednak zwrécié uwage na pewne niescistoéci lub
niedociagnigcia, ktére pojawily si¢ w tej czeSci dysertacji. Stwierdzeniem, ktére wymaga korekty
Jest migdzy innymi sformutowanie odnoszace sig¢ do nadtlenoazotynu: ,W wyniku reakcji anionéw
ponadtlenkowych z czgsteczkami NO powstaje agresywny rodnik azotowy - nadtlenoazotyn
(ONOO-), ktory nie tylko zmnigjsza istniejacy rezerwuar tlenku azotu, ale réwniez blokuje jego
synteze poprzez obnizenie aktywnosci syntazy eNOS.” (na stronie 40). Wspomniany przez Autorke
nadtlenoazotyn, jest reaktywng forma tlenu (i azotu), ale zwigzek ten nie ma charakteru
rodnikowego.

W tekscie pracy Doktorantka stosuje takze wymiennie okre$lenie trombocyty i piytki krwi.
W naukach biomedycznych istnie pewne zamieszanie dotyczace nazewnictwa plytek krwi
i uzywania terminu ,trombocyty”, nalezy jednak zaznaczyé, ze okreélenia te nie sg synonimami.
Piytki krwi to okreslenie ludzkich najmniejszych morfotycznych, bezjgdrzastych komérek krwi
uczestniczgcych w hemostazie i procesach zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng. Z kolei



»trombocyty” to okreslenie znacznie szersze, odnoszace sig¢ m.in. do petnigcych analogiczne
funkcje jadrzastych komérek nizszych kregowcow.

W obrebie Wprowadzenia teoretycznego pojawiajg sie réwniez niezbyt fortunne
sformutowania lub skréty myslowe, na przyktad:
W wyniku przemian z nieaktywnego substratu powstaje trombina, odpowiadajgca za agregacje
plytek krwi oraz tworzenie nierozpuszczainej sieci fibrynowej.” (strona 30 — nie jest jasne, o jakie
przemiany i jaki substrat chodzi. Czy na przyktad Autorka miata na mysli aktywacje osoczowe;j
kaskady biatek krzepnigcia krwi, czy sam juz etap dziatania kompleksu protrombinazy
i proteolityczng aktywacje protrombiny (proenzymu) do trombiny.
.Wykazano, Zze PAI-1 oraz PAI-2 sq zaangazowane w hamowanie czynno$ci odpowiednio: t-PA
iu-PA” (strona 31 — przytoczone zdanie sugeruje, ze kazdy z wymienionych inhibitoréw
aktywatoréw plazminogenu (PAI) odpowiada za hamowanie konkretnego aktywatora fibrynolizy,
podczas gdy PAI-1 (gtéwny fizjologiczny inhibitor aktywacji plazminogenu) jest zdolny do
hamowania zaréwno t-PA, jak i u-PA).
«Podobnie jak w przypadku opisanego juz zjawiska wazodylatacji, proces wazokonstrukcji zostaje
zapoczagtkowany zmiang $rédblonkowego naprezenia scmajqcego " (strona 34 — zapewne chodzi
0 proces wazokonstrykcji — skurcz naczynia).
-Z kolei wzajemna interakcja pomiedzy trombocytami, a komérkami $rédblonka zapoczgtkowuje
proces fibrynolizy, kt6rej efektem jest wzrost stezenia D-dimeréw we krwi [123, 128]." (strona 43) -
stwierdzenie to ma charakter skrétu mys$lowego. Interakcje ptytek krwi i komoérek srédbtonka
stanowig zaledwie jeden z elementéw odpowiedzi hemostatycznej i uruchamiania kontroli
powstajacego skrzepu. Mechanizm aktywaciji fibrynolizy w procesie hemostazy obejmuje wiele
aspektéw, tym interakcje biatek krzepnigcia, sktadnikéw dopetniacza, stymulacje wydzielania
tkankowego aktywatora fibrynolizy przez rodbtonek, czy kofaktorows role powstajacego widknika.
Niezbyt jasne sformutowanie mysli w zdaniu dotyczacym charakterystyki czynnika VEGF ,Po
cze$ci wystepuje w stanie zwigzanym na powierzchni komérek oraz w kompartymentach macierzy
zewnagtrzkomorkowej, a w niewielkiej ilosci, réwniez w formie rozpuszczonej. " (strona 45 — nie
doprecyzowano, co to sg ,kompartymenty macierzy zewnatrzkomérkowey").
Na stronie 61 pojawito sie stwierdzenie ,Endotelina-1 (ET-1) jest giéwnym przedstawicielem
rodziny peptydéw wykazujacych silne wiasciwosci wazokonstrukcyjne.” (zapewne chodzi
o dziatanie wazokonstrykcyjne).
Stwierdzenie na stronie 65 ,Sposréd cytokin zapalnych, zwiekszong przepuszczalno$é srédblonka
naczyniowego odnotowano dla histaminy i bradykininy.” (nalezy zauwazy¢, ze bradykinina
i histamina to hormony tkankowe, nie cytokiny).
Na stronie 80 zamieszczono nastepujgce stwierdzenie ,Komoérki DC prezentuja antygeny
limfocytom T, w ten sposéb prowadzgc do syntezy i uwolnienia interleukiny-10, interleukiny-1p czy
tez interferonu gamma, bedgcych kluczowymi cytokinami reakcji zapalne", z ktérego wynika, ze

interleukina 10 jest cytoking prozapalng. Zdanie wymaga skorygowania, poniewaz IL-10 (cytokine
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synthesis inhibitory factor, CSIF) jest cytoking o dziataniu przeciwzapalnym - jej uwalnianie ma na
celu hamowanie wytwarzania cytokin prozapalnych.

W rozdziale ,4. Charakterystyka badanych agonistéw i antagonistéw receptorow nukleotydowych”
brak wyjasnienia skrétu IUPAC; podana gwiazdka odnosi sie jedynie do wyjasnienia, ze jest to
nomenklatura chemiczna. W rozdziale tym pojawia sie réwniez wielokrotnie niejasne okreslenie
~dochodzenie kliniczne” — czy Autorka miata na mysli badania kliniczne?

Il. ZALOZENIA | CELE PRACY

Doktorantka jasno wyjasnita gtéwne zatozenia pracy, przedstawita uzasadnienie podjecia
badan i podata sprecyzowany cel przewodni pracy, tj. ustalenie, w jaki sposéb badana dwutorowa
strategia przeciwzakrzepowa wplywa na kluczowe procesy zachodzace z udziatem komorek
$rédbtonka. Autorka wskazata réwniez cztery prawidiowo sformutowane cele pomochicze.

Przygotowanie tej cze$ci pracy nie budzi zastrzezen, z obowigzku recenzenta pragne tylko
zwrécié uwage na potrzebe uscislenia nastepujgcego sformutowania: ,...0s6b zakazonych
wirusem COVID-19.”, ktére pojawito sie na stronie nr 100. Akronim COVID-19 okresla jednostke
chorobowg, natomiast wirus wywolujacy chorobe okreslany jest skrétem Sars-CoV-2.

Rozdziat lil. Materiaty i metody

Wyzej wspomniana sekcja zostata przygotowana w sposéb bardzo przemyslany
i uporzgdkowany. Bardzo dobrym rozwigzaniem jest wprowadzenie przez Autorke licznych tabel
umozliwiajacych syntetyczne i precyzyjne przedstawienie informadji dotyczacych zastosowanej
aparatury i odczynnikow, a takze charakterystyki badanych agonistéw i antagonistéw. Woprawdzie
Doktorantce nie udato si¢ ustrzec przed pewnymi niedociggnieciami, ale doktadnosé i ogdiny
poziom przygotowania tej czesci pracy zastuguija jak najbardziej na pozytywna ocene.
Uwagi recenzenta do tej czesci dysertacii:
W rozdziale Il pojawiajg sig¢ nieprawidtowosci z zapisie stezen stosowanych w pracach
badawczych. Na stronie 102 Autorka podata nieprawidlowy zapis stezenia: 100 mM/, ktére
dostownie oznacza 100 milimoli substancji na litr na litr. Uzycie skrotu mM juz samo oznacza
stezenie molowe (mmol/l). Nalezy stosowaé zapis albo mM albo mmol/. Analogiczny btad pojawia
sig rowniez zapisach dotyczacych stezeri mikromolowych (np. 100 M/l na stronie 103) i jest
wielokrotnie powielany w dalszych czeéciach pracy, w tym w czesci dotyczacej opisu wynikow.
Jednoczes$nie nalezy zauwazyé, ze w przewazajacej czesci przypadkow Doktorantka postuguje sie
jednak prawidtowymi zapisami stezenia (UM oraz mM).
Pewne zamieszanie dotyczy takze kwestii przedstawiania elementéw graficznych w pracy. W
czesci teoretycznej dysertacii grafika przestawiana jest w formie rycin, numerowanych kolejno od 1
do 21. Natomiast w omawianym rozdziale pojawiaja si¢ zdjgcia, ktdre sg podpisywane jako
-Fotografia”, a ich numeracja znowu rozpoczyna si¢ od 1, podczas gdy numeracja rycin dalej
kontynuowana jest w sposéb ciggty. Ogéinie przyjete podpisywanie rysunkéw, schematow i zdjeé
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jako ryciny i zastosowanie ciaglosci ich numeracji we wszystkich cze$ciach dysertacji bytoby
rozwigzaniem utatwiajgcym odbiér pracy.

W tabeli 11. Warunki rozdziatu elektroforetycznego SDS-PAGE okreslenie ,running gef" odpowiada
polskiemu terminowi ,zel rozdzielajgcy”, a nie ,zel rozbiegowy”, jak podaje Autorka.

Na stronie 127, w rozdziale 7.1.1. Pomiar sekrecji czynnika wzrostu $rédblonka naczyniowego
(VEGF) pojawia sie niejasny zapis warunkéw wirowania: (800 x rcf, 5 minut). Czy chodzi
0 800 x g7 Jesli chodzito o parametr rcf (wzgledna sita odsrodkowa), nalezy rowniez podaé model
wiréwki i nrityp rotora - celem ustalenia jego promienia), aby mozliwe bylo odtworzenie warunkow
do$wiadczenia.

W rozdziale. 7.1.2. Pomiar wydzielania trombospondyny-1 (TSP-1) pojawiajg sie kolokwializmy
branzowe: ,...do eppendorfa”.

IV. WYNIKI

Czeg$¢ dysertacji poswiecona wynikom uzyskanym przez Autorke potwierdza jej bardzo
dobry warsztat metodyczny, umiejetno§¢ projektowania i optymalizowania ukfadéw
doswiadczalnych, modyfikacji i doboru warunkéw doswiadczalnych oraz wnikliwej analizy
uzyskanych danych. Pomimo wieloaspektowego charakteru prac badawczych, réznorodnosci
analiz i duzej ilosci danych, Doktorantka bardzo umiejetnie zaprezentowata uzyskane wyniki
zardwno w formie opisowej i graficznej. Sposéb omdwienia oraz prezentacji wynikéw jest typowy
dla rodzaju realizowanych badan i w przewazajgcej wigkszosci przejrzysty. Niektore czeéci tej
sekcji wymagajg jednak pewnego doprecyzowania lub korekty.
Réwniez w czesci wynikowej zapis prezentadi graficznej wynikéw jest niespéjny. Do rycin
i fotografii z poprzednich sekcji, Autorka wprowadza odregbne pojecia ,Figura” na okreélenie rycin
z wykresami obrazujacymi uzyskane wyniki. Zamiast ciagtosci numeracji rycin, pojawia si¢ wiec
seria numerowanych kolejno ,Figur”.
Podobnie, jak w czesci metodycznej pojawiajg sie btedne zapisy stezen (m.in. na wykresach
wchodzgcych w skiad figury 1).
Autorka stosuje w pracy okreslenia ,stezenie” i ,dawka” jako synonimy, podczas gdy znaczenie
tych okreslen nie jest tozsame.
W opisie pod figura 15 ilustrujacg wyniki analiz technikg Western blotting zmieszczono
nastepujaca adnotacje ,W celu uzyskania lepszej przejrzystosci, niniejsza figura zostata poddana
nieznacznej korekcji gamma.” Prosze o doprecyzowanie stopnia modulowania obrazu i uzytego
oprogramowania.
Podpisy osi na niektérych wykresach s3 niespojne jgzykowo: np. na figurze 31 podpisy na osi X s3
W jezyku angielskim, na Y w jezyku polskim. Na figurze 33 podpisy osi sg w jezyku angielskim,
natomiast legenda zostata podana w jezyku polskim.



Dyskusja

W tej cze8¢ pracy, Autorka podjefa bardzo udang prébe skonfrontowania swoich wynikéw
z danymi literaturowymi i wykazata nowatorstwo oraz znaczenie uzyskanych przez siebie wynikéw.
Wyzej wymieniona sekcja zostata przygotowana w sposob poprawny. Zawiera krétki wstep
stanowigcy zwiezle posumowanie zatozer pracy oraz szczegbtowe omoéwienia i dyskusje danych
uzyskanych w poszczegélnych etapach prowadzenia badar. Cato$ciowo, dyskusja to ponad 40
stron tekstu, ktéry podzielono na 4 odrgbne moduty, dotyczgce kolejno (w skrécie) okreslenia
cytotoksycznoséci badanych agonistéw i antagonistéw receptoréw (1), oceny wptywu agonistow
i antagonistéw purynoceptoréw na kluczowe czynniki zaangaZzowane w proces angiogenezy (2),
okreSlenia efektu modulacji receptoréw nukleotydowych wybrane elementy hemostazy
naczyniowej (3) oraz ocene oddziatywania badanych agonistow receptoréw adenozynowych P1
i antagonistow receptorow P2Y:> na czynniki warunkujgce przebieg procesu zapalnego (4).
Dynamiczne, opisowo-dyskusyjne podejscie do uzyskanych wynikéw oraz ich mozliwego
znaczenia dla terapii przeciwzakrzepowych potwierdza dojrzato$¢ naukowg Doktorantki.

VI. Stwierdzenia i wnioski koricowe

Rozdziat ten obejmuje 3,5-stronicowe oméwienie zawartosci pracy, koncepcji badai oraz
wyjasnienie ich znaczenia. Cze$é podsumowujgca jest przydatnym skrétem opisu bada# i ich
znaczenia, a wysunigte wnioski znajdujg odzwierciedienie w wynikach uzyskanych
zZ przeprowadzonych przez Doktorantke badan.

Ocena pozostatych aspektéw i sekcji pracy

Praca zostata przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim, choé Autorce réwniez nie udato
sig ustrzec przed pewnymi potknieciami stylistycznymi i edytorskimi, ktére jednak nie wptywajg na
poziom pracy i ogéing pozytywna ocene dysertacji przez recenzenta.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim odzwierciedlajg zawarto$¢ pracy.

Wykaz pi$miennictwa obejmuje az 560 pozycji, a jego dobér jest adekwatny do tematyki, ktérej
dotyczy dysertacja. Dobor literatury i umiejetne korzystanie z tych zrédet, zaréwno w czesci
wprowadzeniowej, jak i w dyskusji potwierdzajg znajomosé tematyki badawczej i najnowszej
literatury przez Doktorantke.

Wykaz skrotéw uzywanych w tekécie zawiera w wigkszo$ci prawidiowe wyjasnienia, z
nieznacznymi nieScistosciami - np.  skrét ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
wyjasnionos nieco zbyt ogodlnie, jako test immunoenzymatyczny, tymczasem jest to
adsorpcyjny/plytkowy test immunoenzymatyczny. Samo okreslenie "test immunoenzymatyczny"
moze obejmowaé réwniez inne metody oparte na zastosowaniu przeciwciat i enzyméw.

Skrot PAI rozwinigto w jezyku angielskim jako plasminogen activation inhibitors i wyjasniono jako
inhibitor aktywacji plazminogenu. Prawidiowe rozwiniecie i wyjasnienie to: plasminogen activator

inhibitor — inhibitor aktywatoréw plazminogenu.



Podsumowanie oceny pracy i wniosek koricowy

W przeciwdziataniu  powiktaniom  zakrzepowym, wigkszo$é obecnych podejsé
terapeutycznych i badawczych celuje w ograniczenie aktywnosci biatek osoczowej kaskady
krzepnigcia oraz ptytek krwi, natomiast rola $rédbtonka jako celu terapii stanowi inne spojrzenie
i dostarcza nowych mozliwosci w opracowaniu skutecznych strategii leczniczych. Podjecie przez
Doktorantkg tematyki badawczej dotyczacej modulowania odpowiedzi komérek §rédbtonka przy
zastosowaniu dualnego podejscia do purynoceptoréw (antagonizacji receptora P2Y1; i agonizag;ji
receptora adenozynowego P1) jako strategii przeciwzakrzepowej oceniam jako bardzo istotne
i w pelni zasadne.

Przedstawiona do recenzji praca autorstwa Pani mgr inz. Anny Gduli obejmuje nowatorskie
podejScie do udoskonalania terapii przeciwzakrzepowych, a jej struktura oparta jest na
przemysianych zatoZzeniach badawczych, rzeczowej analizie wynikéw na etapie optymalizacji
warunkéw badarn oraz docelowych eksperymentéw i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego. Dysertacja dostarcza bardzo cennych informacji, nie tylko w aspekcie poznawczym —
ale takze pod katem warto$ci aplikacyjnej wynikéw. Doktorantka wykazata sie zaréwno wiedza,
jaki samodzielnoscig w realizacji zaplanowanych zadah badawczych. Wskazane w recenzji
uchybienia i kwestie wymagajace doprecyzowania nie wplywajg na ogélina, pozytywng ocene
pracy.

Dysertacja odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim, zawartym w art.13
Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U.nr 65, poz. 595 z p6zn.zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje o
dopuszczenie Pani mgr inz. Anny Gduli do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Joanna Kotodziejczyk-Czepas
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