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RECENZJA
rozprawy na stopien naukowy doktora
mgr Kornelii Hatucha

Katedra Analityki Medycznej
Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu

Tytut pracy: Wplyw pfytek krwi i mikroczgsteczek pochodzenia ptytkowego na uszkodzenie
kardiomiocytow w warunkach chemicznego niedokrwienia i reperfuzji
Promotor: dr hab. n. farm. lwona Bil-Lula, prof. uczelni

W XXI wieku choroby sercowo-naczyniowe (CVD, cardiovascular disease) stanowig
jedng z gtéwnych przyczyn rozwoju niepetnosprawnosci u ludzi, a choroba niedokrwienna
serca jest istotng przyczyng przedwczesnej $mierci chorych. Powyzsze wynika zaréwno
z nieoptymalnego wdrazania strategii profilaktycznych, jak rdéwniez z obecnosci
u pacjentoéw ,niekontrolowanych” czynnikéw ryzyka CVD, w tym — nadciénienia, dyslipidemii
czy zaburzen réwnowagi pro-anty koagulacyjnej. Niezaleznie od etiopatogenetycznego
mechanizmu uszkodzenia kardiomiocytéw spowodowanych przez CVD, ich efektem jest
$mier¢ komorek. Priorytetem staje sie zatem opracowanie, opartych na dowodach
naukowych, wytycznych dotyczacych diagnostyki i leczenia omawianych schorzen. Z uwagi
na powyzsze, badania majgce na celu wykazanie ewentualnego efektu kardioprotekcyjnego
ptytek krwi i poznanie mechanizmu tego zjawiska, mogacych przyczynié sie do modyfikacji
terapii CVD, podjete w pracy noszacej tytut: ,Wptyw ptytek krwi i mikroczasteczek
pochodzenia ptytkowego na uszkodzenie kardiomiocytéw w warunkach chemicznego
niedokrwienia i reperfuzji”, przez Paniag mgr Kornelie Hatuche, pod opieka Pani dr hab.
n. farm. Iwony Bil-Luli, prof. uczelni, uwazam za niezwykle interesujgce, zaréwno ze
wzgleddw naukowych, jak i potencjalnie uzytecznych w praktyce klinicznej.

Rozprawa doktorska mgr Kornelii Hatucha, zostata przygotowana w formie monografii
naukowej, o typowym uktadzie dla dysertacji doktorskich. Autorka zachowata wtasciwa
proporcje poszczegdlnych jej czedci, ktdre sa koherentne i zgodne zich tytutami. Praca, ktérej
tres¢ odpowiada tytutowi, obejmuje 206 stron wydruku, tacznie z tabelami (7), wykresami
(66) i rycinami (26), oraz bibliografia bedacg wykazem w petni wykorzystanych
i przytoczonych 290 pozycji literaturowych o tematyce zwigzanej z trescig pracy (brak
odnosnikéw literaturowych po cytowaniu nazwisk autoréw prac, np. str. 27, 28, 155, 158
iinne). Rozprawe dopetniaja streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow (brak
wyjasnien w tescie niektorych skrétdw, np. MMP na str. 28, real-time PCR na str. 64, czy HIF
na str. 158), oraz opis naukowej sylwetki Doktorantki. Projekt badarn uzyskat pozytywng
opinie Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (numer KB-
421/2021).

W 29-stronnicowym rozdziale Wstep Doktorantka niezwykle szczegdtowo przedstawia
aktualng wiedze dotyczaca trzech gtdwnych zagadnien zwigzanych z:
=% zawatem miesnia sercowego (M|, myocardial infarction) oraz uszkodzeniami

niedokrwienno-reperfuzyjnymi (IRI, ischemia-reperfusion injury) tego narzadu,
=% ptytkami krwi oraz mikroczgsteczkami pochodzenia ptytkowego (PMP, platelet-derived
microparticles) wraz z ich rolg w patofizjologii Ml i IRI,
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- metaloproteinazami macierzy pozakomdrkowej (MMPs, matrix metalloproteinases) ze
szczegdlnym uwzglednieniem udziatu MMP-2 i MMP-9 w uszkodzeniu niedokrwienno-
reperfuzyjnym serca.

Obszerny wstep, bedacy wartosciowym elementem rozprawy, zastugujacy na upowszechnienie w formie
pracy pogladowej, stanowi doskonate wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej. Ponadto, tresc
przedmiotowego rozdziatu uzasadnia wybdr celu badawczego pracy, ktérym byto ustalenie funkcji ptytek krwi
w Ml i IRl oraz poznanie ewentualnych mechanizméw wzajemnego oddziatywania ptytek krwi i kardiomiocytow.
Praca stanowi probe odpowiedzi na pytania: czy w warunkach niedokrwienia i reperfuzji (I/R,
ischemia/reperfusion) ptytki krwi ulegajg aktywacji, w wyniku ktérej uwalniajg PMP? e czy ptytki krwi wptywajg
na zmiane ekspresji i aktywnosci MMP-2 oraz MMP-9 w kardiomiocytach? e czy ptytki krwi wywierajg efekt
ochronny na kardiomiocyty poddane I/R?

Materiat do badan stanowity ptytki krwi wyizolowane od 20 zdrowych ochotnikéw oraz komorki ludzkich
kardiomiocytéw (HCM, human cardiac myocytes). Badania stanowigce cel pracy przeprowadzono w grupie
kontrolnej, tj. HCM, oraz w grupie badanej tj. HCM skontaktowane z ptytkami krwi. Komérki poddano procedurze
chemicznego niedokrwienia i reperfuzji, stosujac zréznicowane czasy trwania niedokrwienia (15, 20, 25 minut).
Uprzejmie zapytuje Doktorantke o zasady doboru wspomnianych, stosowanych przedziatéw czasowych.
Doktorantka poddata ocenie: markery aktywacji ptytek krwi oraz ekspresje markeréw aktywacji ptytek krwi na
powierzchni PMP, zmiane aktywnosci MMP-2 i MMP-9 w kardiomiocytach i ptytkach krwi po I/R oraz
w przestrzeni pozakomorkowej po etapie niedokrwienia i po etapie reperfuzji, wraz z ekspresja genow
wymienionych MMPs w ptytkach krwi i kardiomiocytach po I/R. Ponadto, pani magister sprawdzita jak obecno$¢
ptytek krwi podczas I/R wptywata na uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej (LDH, lactate dehydrogenase),
aktywnos¢ metaboliczng kardiomiocytéw oraz ekspresjg indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS, inducible
nitric oxide synthase) w komarkach serca.

Autorka bardzo szczegétowo, w sposdb umozliwiajacy odtworzenie opisata stosowane w pracy liczne
metody badawcze, w tym — procedury izolacji ptytek krwi, hodowli komérkowej, chemicznego niedokrwienia
i reperfuzji (I/R), barwienia FDA/DAPI, immunofluorescencji, badania cytometrycznego pftytek krwi
i mikroczasteczek pochodzenia ptytkowego, trypsynizacji komérek HCM, homogenizacji, zymografii zelatynowej,
oznaczania biatka metoda Bradforda, izolacji RNA z ptytek krwi i kardiomiocytéw, odwrotnej transkrypcji,
taricuchowej reakcji polimerazy z analizg w czasie rzeczywistym (real-time PCR, polymerase chain reaction),
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), jak i oceny aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej. Jednakze
znacznym wzbogaceniem i utatwieniem dla czytelnika rozdziatu Materiat i metody, bytoby wskazanie dla
stosowanej metody badawczej jej celu, tj. ocenianego parametru. Uprzejmie zapytuje Doktorantke, czy
wszystkie — jakze liczne — badania wykonata samodzielnie?

Rezultaty analiz statystycznych uzyskanych wynikdéw badan Doktorantka zebrata w licznych tabelach
i zilustrowata graficznie na rycinach, co w znaczacy sposéb utatwito analize kolejnego, jakze dtugiego,
zawierajacego wiele informacji, a jednocze$nie przejrzystego, rozdziatu Wyniki. Tres¢ omawianej czgsci
rozprawy wskazuje, iz cel pracy doktorskiej zostat w petni zrealizowany. Doktorantka dowiodta, ze:

% dfuzszy czas niedokrwienia istotnie wptywa na ekspresje aktywowanej glikoproteiny (GP) llb-llla,

P-selektyny, biatka CD63 na powierzchni ptytek krwi;

=+ ekspresja aktywowanej GP Ilb-Illa na powierzchni ptytek krwi istotnie wzrasta w wyniku niedokrwienia (15
min) w warunkach reperfuzji w porywaniu do wielkosci ekspresji stwierdzonej w warunkach tlenowych

(50 min), oraz niedokrwienia (20 min) w warunkach reperfuzji (20 min) w poréwnaniu do wielkosci

ekspresji stwierdzonej w warunkach niedokrwienia (20 min);

%+ ekspresja P-selektyny oraz CD63 na powierzchni ptytek krwi w warunkach tlenowych oraz w warunkach

I/R nie ulega zmianie w stosowanych warunkach reakcyjnych;

= w warunkach niedokrwienia, niezaleznie od czasu jego trwania, ekspresja CD61 (zamiennie stosowana

w pracy nazwa CD61+ — nalezy ujednolici¢) na powierzchni mikroczasteczek pochodzenia ptytkowego

istotnie obniza sie, za$ ekspresja powierzchniowa aktywowanej GP llib-llla jest nizsza jedynie po 15

minutach niedokrwienia;
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aktywnos¢ proMMP-2 w kardiomiocytach w warunkach niedokrwienia (25 min) i reperfuzji (20 min)
istotnie obniza sie, w poréwnaniu do kardiomiocytéw inkubowanych w warunkach tlenowych. Podobnych
zmian nie stwierdzono w analizie aktywnosci MMP-2 oraz MMP-9;

aktywno$¢ proMMP-2, MMP-2 oraz MMP-9 w kardiomiocytach poddanych zmiennym warunkom I/R jest
poréwnywalna do aktywnosci tych zwigzkdéw cechujacej kardiomiocyty w warunkach tlenowych;
aktywnos¢ proMMP-2 oraz MMP-2 lecz nie MMP-9 znamiennie wzrasta w ptytkach krwi poddanych
procedurze niedokrwienia (odpowiednio: 25 min, 20 min) i reperfuzji (20 min) w poréwnaniu do ptytek
krwi inkubowanych w warunkach tlenowych. Na wykresach 24, 25 czy 46 znajdujemy czasy reperfuzji =
15 minut, stad uprzejmie zapytuje Doktorantke o celowos¢ réznicowania wspomnianego czasu;
obecnosc ptytek krwi nie wptywata istotnie na aktywnos$¢ proMMP-2, MMP-2 i MMP-9 w homogenatach
kardiomiocytow w warunkach tlenowych oraz w warunkach I/R;

aktywno$¢ proMMP-2 w roztworach pozakomdrkowych zebranych po niedokrwieniu kardiomiocytéw
trwajacym 15 i 20 minut znamiennie obniza sie, w poréwnaniu do oceniane;j aktywnosci enzymatycznej
w warunkach tlenowych. Pomimo iz, podobnych zmian nie stwierdzono w analizie aktywnoéci MMP-2
oraz MMP-9, to wykazano zwigzek aktywnosci MMP-9 w przestrzeni pozakomdrkowej z czasem trwania
niedokrwienia;

w warunkach niedokrwienia, niezaleznie od czasu jego trwania, aktywnos¢ proMMP-2 w roztworach
pozakomorkowych zebranych po niedokrwieniu kardiomiocytéw skontaktowanych z ptytkami krwi
istotnie obniza sig, w poréwnaniu do warunkéw tlenowych. Podobnych zaleznoéci nie stwierdzono
w przypadku MMP-2 i MMP-9;

aktywnos¢ proMMP-2 w przestrzeni pozakomdrkowej kardiomiocytéw nie zmienia sie w obecnosci ptytek
krwi i nie pozostaje w zaleznosci od stosowanych warunkdw tlenowych, jak i niedokrwienia, niezaleznie
od czasu jego trwania. Natomiast, stan niedokrwienia (20 min) istotnie obniza aktywnos¢ MMP-9
w przestrzeni pozakomdrkowej komérek grupy badanej (HCM+PLT);

reperfuzja poprzedzona niedokrwieniem (niezaleznie od czasu jego trwania) nie wptywa na aktywnosé
proMMP-2 oraz MMP-9 w roztworach pozakomdrkowych zebranych po niedokrwieniu kardiomiocytéw
zaréwno tych z grupy kontrolnej, tak i komdrek skontaktowanych z ptytkami krwi, tj. grupy badanej;
skontaktowanie kardiomiocytéw z ptytkami krwi przyczynia sie zaréwno do obnizenia aktywnosci
proMMP-2 w przestrzeni pozakomdrkowej w warunkach tlenowych oraz w warunkach niedokrwienia (20
min) i reperfuzji (20 min), jak i do obnizenia aktywnosci MMP-9 jedynie w warunkach tlenowych oraz
warunkach niedokrwienia (25 min) i reperfuzji (20 min);

catkowite stezenie MMP-2 w ptytkach krwi w grupie badanej nie zmienia sie w wyniku I/R i jest
poréwnywalne do stezenia wykazanego w warunkach tlenowych;

kardiomiocyty w warunkach niedokrwienia (15, 25 min) i reperfuzji (20 min) wykazuja wzrost ekspresji
genu MMP-2 w poréwnaniu do ekspresji wykazanej w kardiomiocytach utrzymywanych w warunkach
tlenowych. Podobnych réznic nie stwierdzono w przypadku analizy ekspresji genu MMP-9;
kardiomiocyty skontaktowane z ptytkami krwi oraz same ptytki krwi nie wykazuja réznic w ekspresji gendw
MMP-2 i MMP-S w stosowanych, zmiennych warunkach reakcji. Wyjatek stanowi wykazane istotne
obnizenie ekspresji MMP-9 po I/R (20 min, 20 min) w poréwnaniu do warunkéw I/R (25 min, 20 min);
ekspresja genu MMP-2 oraz MMP-9 kardiomiocytéw nie zmienia sie pod wptywem ptytek krwi
w warunkach tlenowych oraz w zmiennych warunkach I/R;

czas niedokrwienia nie wptywa na aktywnos$¢ LDH w buforach zebranych po etapie niedokrwienia
w grupach kardiomiocytéw zaréwno skontaktowanych jak i nieskontaktowanych z ptytkami krwi;
aktywnos¢ LDH w buforach w warunkach tlenowych oraz niedokrwienia (20 min) byta istotnie wWyZsza po
skontaktowaniu kardiomiocytdw z ptytkami krwi w poréwnaniu do grupy kontrolnej;

stezenie biatka catkowitego w kardiomiocytach obu grup badanych oraz ptytkach krwi nie zmienia sie
istotnie pod wptywem niedokrwienia;
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+ kardiomiocyty z grupy kontrolnej i badanej poddane I/R wykazuja nizsza aktywno$¢ metaboliczng,
szczegdlnie w sytuacjach niedokrwienia (20, 25 min), w poréwnaniu do kardiomiocytow utrzymywanych
w warunkach tlenowych;

“ w warunkach tlenowych plytki krwi przyczyniaja sie do istotnego obnizenia aktywnoséci metabolicznej
kardiomiocytdw, zaé w warunkach niedokrwienia (25 min) i reperfuzji (20 min) sprzyjaja wzrostowi
ocenianej aktywnosci;

%+ ekspresjaiNOS w kardiomiocytach obu grup badanych nie ulega zmianom w warunkach I/R w porownaniu
do warunkdw tlenowych;

#% w warunkach tlenowych ptytki krwi przyczyniaja sie do istotnego wzrostu ekspresji iNOS
w kardiomiocytach, za$ w warunkach niedokrwienia (25 min) i reperfuzji (20 min) sprzyjaja obnizeniu
badanej ekspresji;

%+ istotne zaleznosci wystepujg pomiedzy analizowanymi zmiennymi, w tym pomigdzy:

o ekspresja CD61 na powierzchni PMP a aktywnoscig metaboliczng kardiomiocytéw oraz ekspresja
genu MMP-2 w kardiomiocytach;

o aktywnoicig proMMP-2 w kardiomiocytach a aktywnoscia proMMP-2 w przestrzeni
pozakomdrkowej po etapie reperfuzji;

o stezeniem MMP-2 w ptytkach krwi a aktywnosdcig proMMP-2 w przestrzeni pozakomodrkowej po
etapie niedokrwienia i po etapie reperfuzji;

o ekspresja MMP-2 w kardiomiocytach a aktywnoscig MMP-2 w kardiomiocytach w grupie kontrolnej;

o ekspresja MMP-2 a aktywnoscia proMMP-2 oraz ekspresja MMP-S a aktywnoscia MMP-9,
a ponadto ekspresjg MMP-2 a aktywno$cig MMP-2 w ptytkach krwi;

o aktywnoscig LDH w przestrzeni pozakomdrkowej a aktywnoscia MMP-2 i MMP-9 w ptytkach krwi;

o aktywnoscig metaboliczng kardiomiocytéw a aktywnoscig MMP-2 i MMP-S w ptytkach krwi.

Uzyskane wyniki badaf Pani mgr Kornelia Hatucha przedyskutowata na stronicach kolejnego rozdziatu tj.
Dyskusja, ktory zostat przejrzyécie zredagowany i podzielony na podrozdziaty odpowiadajgce poszczegdlnym
zadaniom badawczym dysertacji. Przedmiotowy rozdziat otwiera przed czytelnikiem nowe przemyslenia
i wnioskowania, stanowigc dowdd orientacji Doktorantki w tematyce zwigzanej z przeprowadzonymi badaniami.
Autorka dowiodta, iz cechuje sie zdolnoscig splatania wynikéw wtasnych z opracowaniami naukowcoéw
zajmujacych sie podobnymi zagadnieniami, a tym samym potwierdzita posiadanie kompetencji do pracy
naukowej.

Prace zamykaja cztery wnioski odnoszace sie w wigkszosci do zaktadanych celéw oraz uzyskanych wynikow.
Jednakze, ostatni z wymienionych wydaje sig by¢ nadinterpretacjg wtasnych rezultatow, chot
przedyskutowanych, bowiem w pracy Doktorantka oceniata ekspresjg biatka iNOS nie za$ jego protekcyjne
efekty dziatania w stosunku do kardiomiocytow.

Podsumowujac, Pani mgr Kornelia Hatucha w pracy pt. Wptyw ptytek krwi i mikroczasteczek pochodzenia
ptytkowego na uszkodzenie kardiomiocytéw w warunkach chemicznego niedokrwienia i reperfuzji, wykazata sig
szeroka wiedza teoretyczng w podjetym temacie i umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia badan naukowych
opartych na szerokim wachlarzu nowoczesnych technik badawczych. A wystgpujace w pracy btedy stylistyczne,
interpunkcyjne i edytorskie sg sporadyczne i zapewne przypadkowe.

Jednoczeénie potwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska, autorstwa Pani mgr Kornelii Hatucha
spetnia warunki okre$lone w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz.
1668ze zm.). Z petnym przekonaniem przedktadam Szanownym Cztonkom Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie Pani Magister do dalszych
etapdw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Biorac pod uwage dojrzato$¢ naukowga Doktorantki, jak réwniez wysokie wartosci merytoryczne ocenianej
przeze mnie dysertacji, w tym nowatorski charakter wynikéw badan otrzymanych w oparciu o nowoczesny
warsztat badawczy, wnioskuje o wyrdznienie pracy Pani mgr Kornelii Hatucha.
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