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Podczas zawatu miesienn sercowy przechodzi przedtuzony okres niedokrwienia. Terapia
reperfuzyjna jest niezbedna do zminimalizowania uszkodzenia serca, ale paradoksalnie powodje
dalsze uszkodzenia. Procedury eksperymentalne majace na celu ograniczenie uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjnego (I/R) koncentruja sie na kardiomiocytach poniewaz to one maja
kluczowe znaczenie dla czynnosci serca. Zaproponowano kilka mechanizméw molekularnych w celu
wyjasénienia patologicznych zmian w urazie I/R, w tym uwalnianie reaktywnych form tlenu (ROS),
przecigzenie wapniem, wyczerpanie energii, dysfunkcje mitochondriow i zaprogramowang
aktywacje apoptozy. Mitochondria zostaty uznane za kluczowe ,wyzwalacze” sercowego urazu I/R.
Przede wszystkim dlatego, ze kardiomiocyty zawierajg duze ilosci mitochondridw, ktére zapewniaja
ponad 90% podazy energii. Ponadto, w mechanizmach urazu I/R istotne znaczenie ma przecigzenie
wapniem, stres oksydacyjny, stres retikulum endoplazmatycznego i odpowiedzi immunologiczne,

ktére to procesy sa wyzwalane i wzmacniane przez dysfunkcje mitochondridw.

W niniejszej pracy Autorka podjeta badania nad kluczowym aspektem mechanizmow
niedokrwienno/reperfuzyjnego uszkodzeniu serca a mianowicie nad, jak niektorzy uwazaja,
paradoksalng rolg ptytek krwi. Coraz wigcej dowodow potwierdza poglad, ze ptytki krwi przenosza
i uwalniaja wiele czynnikéw, ktére moga zmniejszac, a nie sprzyja¢ uszkodzeniu. Podczas gdy
szkodliwg role piytek krwi przypisuje si¢ gféwnie ich dziataniu wewnatrznaczyniowemu, w dziataniu

ochronnym ptytek krwi posrednicza gtéwnie czynniki przez nie wydzielane a oddziatujgce na



kardiomiocyty. Uwalniane po aktywacji takie czynniki jak cytokiny, chemeryna, sfingozyno-1-
fosforan (S1P) i czynnik aktywujacy ptytki krwi, wptywaja na funkcje kardiomiocytéw co zostato
szczegotowo przedstawione przez Autorke w obszernym wstepie rozprawy. Wéréd tych czynnikow
nie wspomniata jednak o przenoszonych przez ptytki czasteczkach mikroRNA (miRNA-199a, miRNA-
21, miRNA-15, miRNA-145), o ktérych wiadomo, ze wywierajg korzystny wptyw na reperfuzyjne
uszkodzenia serca. Inne czasteczki miRNA-22, miRNA-185, miRNA-320b regulujac ekspresjg genow
$rédbtonka wspomagaja regeneracje serca. Dogtgbne zrozumienie roli sktadnikéw ptytek krwi na
wielkoé¢ zawatu i kardioprotekcje w warunkach zawatu migsnia sercowego pozwoli odpowiednio
ocenié¢ potencjat antagonistéw receptora P2Y;, w ograniczaniu uszkodzen serca. Mozna wigc sobie
wyobrazi¢, ze podawanie antagonistow receptora P2Y;, zaktéca ochronng rolg ptytek krwi podczas

zawatu miesnia sercowego.

W swoich badaniach, doktorantka zastosowata ciekawy model doswiadczalny, ktéry dosc¢
niefrasobliwie nazwata ,,chemicznym niedokrwieniem i reperfuzjg”. Faktycznie byt to model hipoksji
chemicznej indukowanej cyjankiem sodu (NaCN). Anion cyjankowy jest inhibitorem oksydazy
cytochromowej w taricuchu transportu elektronéw, co prowadzi do stanu, w ktorym komorki nie s3g
zdolne do wytwarzania adenozyno-trifosforanu (ATP) w mechanizmie oksydacyjnej fosforylacji.
W warunkach hipoksji indukowanej niedokrwieniem, komérki reaguja na niskie stezenia tlenu za
pomoca czynnikdéw indukowanych hipoksjg (HIF), gtownie HIF-1a co w efekcie prowadzi do ekspresji
wielu genéw w tym zaangazowanych w beztlenowy metabolizm glukozy, Przede wszystkim dotyczy
to ekspresji kinazy fosfoglicerynianowej-1 (PGK1). Co ciekawe, w pismiennictwie egzystuje takze
alternatywny sposoéb indukcji hipoksji poprzez stosowanie mimetykéw hipoksji takich jak chlorek

kobaltu (CoCl,), ktéry nie wptywa na ci$nienie tlenu, ale chemicznie stabilizujg HIF-1a.

Nastepnym etapem doswiadczenia byto usunigcie inhibitora (trzykrotne ptukanie
kardiomiocytow buforem PBS) i przywrécenia komérkom mozliwosci metabolizmu tlenowego co
mozna nazwaé reoksygenacja, ale nie reperfuzjg. Reoksygenacja wydaje sig bardziej adekwatnym

okreéleniem, bowiem reperfuzja to co$ wigcej niz tylko dostarczanie tlenu.

Na pierwszy rzut oka, powyzsze uwagi mogg sprawiac¢ wrazenie, ze maja jedynie charakter
nomenklaturowy. W moim przekonaniu majg réwniez znaczenie semantyczne odzwierciedlajace
relacjei miedzy wyrazeniami a rzeczywistoscig, do ktorej sig odnosza i ktérg opisuja. Problem ten

nie dotyczy jedynie Doktorantki i Jej rozprawy. Pozwolg sobie w tym miejscu zacytowac sfowa



Cypriana Kamila Norwida. ,Ponad wszystkie wasze uroki, ty poezjo i ty wymowo, jeden wiecznie
bedzie wysoki — odpowiednie da¢ rzeczy sfowo”. Reasumujgc, pragne zwréci¢ uwage Doktorantki
na fakt, iz stosowany model do$wiadczalny nie w petni odzwierciedla stan kliniczny nazywany
uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym. Z drugiej jednak strony, stosowany specyficzny
model w petni pozwalat na realizacje nadrzednego celu badan jakim byto znalezienie odpowiedzi na
nastepujace podstawowe pytania: 1) Czy w warunkach doswiadczenia ptytki krwi ulegaja aktywacji,
w wyniku ktérej uwalniajg mikroczastki (PMP)? 2) Czy ptytki krwi wptywajg na zmiang ekspres;ji i
aktywnosci MMP-2 oraz MMP-9 w kardiomiocytach? 3) Czy ptytki krwi wywierajg efekt ochronny
na kardiomiocyty poddane chemicznej hipoksji i reoksygenacji ?

W toku prowadzonych analiz oceniono: markery aktywacji ptytek krwi i PMP (cytometria
przeptywowa), aktywno$¢ MMP-2 i MMP-9 (zymografia zelatynowa), stgzenie MMP-2 (ELISA),
ekspresie mRNA MMP-2 i MMP-9 (real-time PCR), aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH),
aktywno$¢ metaboliczng  kardiomiocytéw oraz ekspresje tkankowa iNOS (mikroskopia
fluorescencyjna). Wszystkie procedury analityczne zostaty precyzyjnie opisane w dziale Materiaty i
Metody. Swiadczy to o bardzo dobrym warsztacie analitycznym Doktorantki i stanowi rekojmie
otrzymania wiarygodnych wynikéw. Uzyskane wyniki zostaty poddane szczegétowej analizie
statystyczne;j.

Autorka wykazata, ze w danych warunkach dos$wiadczalnych dochodzi do wyzszej ekspresji
wszystkich badanych markeréw aktywacji ptytek krwi. Zaobserwowata réwniez zwiekszenie
ekspresji CD61 na powierzchni mikroczastek pochodzenia ptytkowego zalezne od czasu trwania
hipoksji. Proces niedotlenienia i reoksygenacji  indukowat wyzsza aktywnos¢ proMMP-2
i MMP-2 w ptytkach krwi, natomiast nie wptywat na aktywnos¢ MMP-9. Dodatkowo stezenie
MMP-2 w ptytkach krwi korelowato ujemnie z aktywnosciag MMP-2 w przestrzeni pozakomoérkowej,
co stanowi posredni dowdd na pochtanianie tej metaloproteinazy przez ptytki. Warunki
doéwiadczenia nie miaty wptywu na aktywno$¢ metaloproteinaz macierzy, jednak czas trwania
niedokrwienia istotnie zwiekszat aktywno$¢ MMP-9 w kardiomiocytach. Kardiomiocyty
skontaktowane z ptytkami krwi wykazywaty tendencje do wyzszej aktywnosci proMMP-2 i MMP-2.
W przestrzeni pozakomdérkowej obserwowano obnizenie aktywnoéci MMP-2 po etapie hipoksji,
natomiast liniowy wzrost aktywnosci MMP-9 wraz z czasem jej trwania sugeruje, iz warunki te
wptywajg odmiennie na aktywno$¢ i uwalnianie tych metaloproteinaz. Podobne obserwacje
uzyskano na etapie reoksygenacji. Poréwnanie aktywnosci MMP na dwéch etapach doswiadczenia

wskazuje na dalsze uwalnianie proMMP-2 w czasie reoksygenacji. W obecnosci ptytek krwi



obserwowano obnizong aktywno$¢ MMP-2 i MMP-9 w przestrzeni pozakomérkowej, co zdaje sig
potwierdzaé przypuszczenie, ze jest to spowodowane pochtanianiem metaloproteinaz przez ptytki
lub zmniejszeniem ich uwalnianie z kardiomiocytéw. Tendencja do nizszej ekspresji genu MMP-2
w kardiomiocytach skontaktowanych z ptytkami sugeruje wptyw ptytek krwi na poziomie
transkrypcji. Natomiast ujemna korelacja ekspresji genéw metaloproteinaz macierzy w ptytkach
krwi z ich aktywnoscig w ptytkach, posrednio potwierdza hipoteze dotyczgcy pochtaniania przez
ptytki. Zaobserwowano takze, iz obecno$¢ plytek wptywata na zwigkszenie aktywnosci LDH w
przestrzeni pozakomdrkowej, co sugeruje, ze ptytki krwi moga by¢ zrédtem tego enzymu.

Niezwykle istotng jest poczyniona przez Doktorantke obserwacja dotyczaca ekspresji biatka
indukowalnej formy syntazy tlenku azotu (iNOS). Wykazata, ze w warunkach doswiadczenia
dochodzi do znamiennego wzrostu ekspresji biatka iNOS w kardiomiocytach. We wczesniejszych
badaniach Kianng i wsp. [Molecular and Cellular Biochemistry 254: 211-216, 2003] wykazali, ze
indukowana NaCN hipoksja zwieksza ekspresje¢ mRNA iNOS w ludzkich komdrkach nabtonka
jelitowego T84 i limfocytach T Jurkat. W przeciwienstwie, jak wykazata Doktorantka, w obecnosci
ptytek krwi dochodzi do obnizenia ekspresji biatka iNOS w kardiomiocytach w warunkach
przedtuzonej do 25 min indukowanej cyjankiem hipoksji. Wyniki tych badan Autorka skwitowata
bardzo ogdInikowa supozycja, ze ,zahamowanie syntezy tkankowej iNOS jako potencjalnego zrédfa
cytotoksycznosci stanowi potencjalny mechanizm kardioprotekcji”. Tymczasem wydaje sie, ze
hamowanie ekspresji biatka iINOS zachodzi na poziomie po transkrypcyjnym i prawdopodobnie
polega na hamowaniu translacji przez czasteczki niekodujacego RNA zawarte w mikroczgstkach
pochodzenia ptytkowego powstajgcych w warunkach hipoksji.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty szczegétowo omdwione w szerokiej dyskusji skierowanej
gtéwnie na kardioprotekcyjne wiasciwosdci krwinek ptytkowych i prawdopodobne mechanizmy
dziatania. Dyskusja przeprowadzona jest w oparciu o bogata literature co Swiadczy o znakomitym
teoretycznym przygotowaniu Autorki a takze o umiejetnosci krytycznej oceny wtasnych wynikéw
i danych z pi$miennictwa. Dostrzegam jednak, brak odniesienia sig Autorki do pewnych ograniczen
wynikajacych z niepetnego odzwierciedlenia stosowanego modelu doéwiadczalnego warunkow
klinicznych niedokrwienia i reperfuzji.

Rozprawe wiericzg cztery wnioski, wynikajgce bezposrednio z prezentowanych wynikow
badan. Podstawowym efektem jest wykazanie, iz w stosowanych warunkach doswiadczalnych
dochodzi do aktywacji ptytek i powstawania ptytkowych mikroczastek, ktore najprawdopodobniej

sa odpowiedzialne za obserwowane efekty, przede wszystkim w regulacje ekspresji, translacji



i uwalniania metaloproteinaz macierzy. Autorka zwraca takze uwage, ze zwigkszenie aktywnosci
metabolicznej kardiomiocytéw pod wptywem ptytek krwi oraz uwalnianych mikroczastek a takze
obnizona synteza iNOS, bedacego Zrédtem toksycznego nadtlenoazotynu, stanowig podstawowe
elementy mechanizméw ochrony kardiomiocytéw. Whnioski sg bardzo ostrozne i znajduja
potwierdzenie w wynikach przeprowadzonych badan. Swiadczy to z jednej strony o krytycyzmie
Doktorantki a z drugiej o $wiadomosci, ze niektére z nich wymagaja dalszych, pogtebionych badan.
Przedstawione w rozprawie Pani mgr Korneli Hatucha wyniki wnoszg znaczacy wktad
w zrozumienie zjawisk zachodzacych podczas hipoksji i zawieraja istotny element NOWOSCi
naukowej. Na szczegélne podkreslenie zastuguje réwniez ogromny potencjat inspirujacy do dalszych
badar w szczegdlnosci wptywu lekéw przeciwptytkowych, co moze sie przyczyni¢ do ewentualnej

zmiany paradygmatow farmakoterapii w ostrym zawale migsnia sercowego.

Reasumujac uwazam, ze rozprawa doktorska, autorstwa mgr Korneli Hatucha spetnia
warunki okreélone w art.187 ust 1 i 2 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.z 2018 r.,
poz 1668 ze zm.). Wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu

Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie rozprawy mgr Korneli Hatucha do dalszych etapdéw

AR Mz

Prof. dr hab. Dariusz Sitkiewicz

postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Warszawa, dnia 15 lipca 2024 r.



