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Ocena rozprawy doktorskiej lekarza Jakuba Gawrysia ,,Wplyw wewnatrz-plytkowej regulacji
biodostepnosci tlenku azotu na reaktywnos¢ plytek krwi na leki przeciw-agregacyjne u chorych z
cukrzyeg typu 2”.

Cukrzyca typu 2, pomimo znacznego rozwoju dziatan profilaktycznych oraz postepu w zakresie
diagnostyki i leczenia w ostatnich dekadach, stanowi coraz wigkszy problem zdrowotny, spoleczny i
ekonomiczny w Polsce i na $wiecie. Czestos¢ wystgpowania cukrzycy typu 2 stale wzrasta, co przetozy
si¢ na wigksza liczbg powiktan sercowo-naczyniowych w przysziosci. Nalezy podkresli¢, ze zgodnie z
obowigzujacymi standardami Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego, zdecydowana wigkszos¢
pacjentow z cukrzyca typu 2 charakteryzuje si¢ wysokim lub bardzo wysokim ryzykiem sercowo-
naczyniowego. Warto zaznaczy¢, ze leczenie przeciwplytkowe stosowane jest w celu zmniejszenia
ryzyka wystapienia powiklan sercowo-naczyniowych szczegolnie w profilaktyce wtornej. Biorge pod
uwage coraz wieksza grupg pacjentéw z rozpoznang cukrzyca i potencjalng liczbe powiklan, jednym z
kluczowych pytan jest pytanie o stosowanie leczenia przeciwplytkowego w profilaktyce pierwotnej
zdarzen sercowo-naczyniowych w tej grupie pacjentow. Dotychczas brak jest jednoznacznych
dowodow potwierdzonych w duzych badaniach o skutecznosci leczenia przeciwplytkowego. Z drugiej
strony dowiedziono, ze wsérod czynnikéw mogacych odpowiada¢ za powstawanie naczyniowych
powiklan cukrzycy wymienia si¢ zwigkszona aktywno$¢ i agregacje plytek krwi oraz zmiany w
interakcji pomigdzy trombocytami i komodrkami $rodblonka naczyniowego. W zwiazku z tym,
mechanizmy patofizjologiczne odpowiadajace za zmieniona funkcje plytek krwi przy zaburzeniach
metabolizmu glukozy wymagaja szczegolnie doktadnego poznania celem znalezienia nowych strategii

terapeutycznych w tej grupie chorych.

Tlenek azotu oraz regulacja jego biodostepnosci odgrywaja kluczowa role w patogenezie chorob
ukfadu sercowo-naczyniowego. Wiele badan podkresla szczegolng rolg asymetrycznej dimetyloargininy
(ADMA), kompetycyjnego inhibitora syntazy tlenku azotu, ktorego zwigkszone stgzenie w osoczu jest
wczesnym niezaleznym wskaznikiem wyzszego ryzyka wystgpienia incydentow sercowo-
naczyniowych w przyszioéci. Obecnos$é asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA) stwierdzono nie
tylko w kompartmencie zewnatrzkomoérkowym, ale takze wewnatrz komorek $rédblonka naczyniowego
oraz w plytkach krwi. Po wykazaniu niedawno istnienia dwoch odrgbnych subpopulacji ptytek krwi w

organizmie cztowieka rozniagcych sig ekspresja syntazy tlenku azotu (NOS) - ptytek NOS pozytywnych
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i NOS negatywnych - przelamany zostal dotychczasowy dogmat braku syntezy tlenku azotu w
elementach morfotycznych krwi. Wykazanie powyzszych réznic znajduje bezposrednie przetozenie na
ich gotowos¢ do inicjowania incydentow zakrzepowo-zatorowych ex vivo, ale tez — z praktycznego
punktu widzenia - w réznych fozyskach naczyniowych, co moze mie¢ bardzo powazne implikacje

kliniczne.

Wobec tak aktualnej tematyki, jaka w szerokim pojeciu stanowi leczenie przeciwplytkowe w
szezegolnie obciazonej grupie chorych na cukrzycg typu 2, badania przeprowadzone przez lekarza
Jakuba Gawrysia ciekawie wpisuja si¢ w dotychczasowe opracowania w tej dziedzinie i posiadajg
znaczenie poznawcze. Nalezy podkresli¢, ze badania zostaty przeprowadzone pod kierunkiem dr hab.
n. med. Adriana Doroszko, profesora nadzwyczajnego UMW, ktory jest niewatpliwym ekspertem w tej

dziedzinie.

Wykazanie klinicznie réznic ekspresji szlaku tlenku azotu i jego biotransformacji moze okaza¢
sie przefomem zmieniajacym dotychczasowe podejscie do leczenia przeciwplytkowego (zamiast
nieselektywnego blokowania ,,na $lepo” aktywacji plytek NOS-negatywnych, leczenie powinno by¢
celowane na zmiang proporcji subpopulacji ptytek w krwi krazacej i przywrocenia fizjologicznego

odsetka ptytek NOS- pozytywnych, ktore majg zdolno$é¢ do hamowania kaskady agregacyjnej).

Dlatego tez, lekarz Jakub Gawry$ jako gldwny cel badan bedacych przedmiotem pracy
doktorskiej zatozyt ocene zaburzenia wewngtrzplytkowego metabolizmu tlenku azotu u 0s6b z wysokim
ryzykiem sercowo-naczyniowym, w tym u chorych na cukrzyce typu 2, mogacych by¢ odpowiedzialne

za obserwowang opornos¢ tej grupy chorych na leczenie przeciwplytkowe.

Rozprawa doktorska lekarza Jakuba Gawrysia ma forme sp6jnego tematycznie cyklu dwoch
artykutéw (jeden oryginalny i jeden pogladowy). Prace zostaly opublikowane w migdzynarodowym,
recenzowanym czasopismie naukowym (Oxidative Medicine and Cellular Longevity) o wysokim
wspdtezynniku oddziatywania (IF za 2019 rok 5.076). Nalezy podkresli¢, ze w obydwu publikacjach
doktorant jest pierwszym autorem. Laczna punktacja publikacji wigczonych do rozprawy doktorskiej
(wspblezynnik oddzialywania Impact Factor 10.152 oraz 200 punktow Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego). Nalezy zaznaczy¢, ze pomimo tylko dwdch prac wehodzacych w cykl, ich
punktacja jest bardzo wysoka, co pozwala stwierdzi¢ wysoka warto$¢ poznawcza prezentowanych

wynikow.

Rozprawa doktorska lekarza Jakuba Gawrysia liczy 51 stron i ma uklad klasyczny dla prac
doktorskich w formie cyklu publikacji. Sklada si¢ ze: spisu tresci, wykazu publikacji sktadajacych si¢
na dysertacje, omowienia publikacji wehodzacych w skiad rozprawy, kopii publikacji wehodzacych w
sktad rozprawy doktorskiej, o$wiadczen wspotautorow, streszczen w jezyku polskim i angielskim,
pismiennictwa. Ponadto, zataczono zgodg Komisji Bioetycznej (Nr KB —486/2018) przy Uniwersytecie

Medycznym we Wroclawiu z dnia 10 wrze$nia 2018 roku na przeprowadzenie badania.
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Rozprawa napisana jest jasno, pod wzgledem redakcyjnym nie budzi istotnych zastrzezen.

Uzyskane wyniki oraz dyskusja zostaly zawarte w przyktadnie napisanych publikacjach, ktére
skiadajg si¢ na rozprawg doktorska lekarza Jakuba Gawrysia. Cykl artykuléw oparty zostat na wiedzy
Doktoranta z zakresu oceny wplywu wewnatrzplytkowej regulacji biodostepnosdci tlenku azotu na
reaktywnos$¢ plytek krwi na leki przeciwptytkowe, ktére zaowocowaly dwoma artykutami, jednym

pogladowym i jednym oryginalnym.

Pierwsza z prac: ,Intraplatelet L-Arginine-Nitric Oxide Metabolic Pathway: From Discovery to
Clinical Implications in Prevention and Treatment of Cardiovascular Disorders” opublikowana w
Oxidative Medicine and Cellular Longevity Volume 2020, Article ID 1015908,
doi:10.1155/2020/1015908 stanowi biezace podsumowani aktualnego stanu wiedzy na temat
mechanizmdéw wplywajacych na metabolizm tlenku azotu. Nalezy podkreslié, ze powyzszy artykut jest
jednym z niewielu dostepnych w literaturze przekrojowych zbioréw informacji dotyczacych doktadnej
roli tlenku azotu w utrzymaniu homeostazy wewnatrznaczyniowej oraz zaburzen jego biotransformacji
w niektorych schorzeniach. Praca przedstawia i systematyzuje w szerokim zakresie zapoczatkowane
przez zespol, w ktorym pracuje lekarz Jakub Gawrys, badania w zakresie biotransformacji tlenku azotu
w plytkach krwi, przedstawiajgc potencjalne implikacje w praktyce klinicznej. Warto zaznaczy¢, ze
artykul pogladowy, ktérego pierwszym autorem jest doktorant, w sposob klarowny porzadkuje wiedze,
a wykonane ryciny, w liczbie czterech utatwiajg przyswojenie tej bardzo duzej iloSci wiedzy. Dane
zawarte w artykule potwierdzaja, ze pacjenci z cukrzyca typu 2 charakteryzujg si¢ zmniejszong
produkcja tlenku azotu oraz cGMP przy stalej ekspresji syntazy tlenku azotu. Stezenie cGMP — drugiego
przekaznika wewngtrzkomorkowego w ukladzie metabotropowym transdukcji zaleznym od kinazy
biatkowej G (PKG), dzigki ktdrej realizowane sa efekty dziatania NO, jest odwrotnie proporcjonaine do
glikemii oraz stezenia (miano to rozciefczenie) hemoglobiny glikowanej. W zwiazku z tym, czy
zaburzenie produkcji tlenku azotu przez plytki krwi moze by¢ zwigzane z zaleznym od glikemii

zmniejszeniem aktywnosci syntazy tlenku azotu?

Autor postanowil odpowiedzie¢ na powyzsze pytanie planujac stosowne badanie u chorych na
cukrzyce typu 2. Wyniki opublikowat w artykule wchodzacym w cykl pracy doktorskiej pt: ,.Increased
Intraplatelet ADMA Level May Promote Platelet Activation in Diabetes Mellitus® w Oxidative
Medicine and Cellular Longevity, Volume 2020, Article ID 6938629, doi: 10.1155/2020/6938629.
Celem badania byla ocena czy istnieja réznice w ekspresji elementéw osi biotransformacji tlenku azotu
w plytkach krwi oraz funkcji trombocytéw u chorych na cukrzyce typu 2 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. W tym celu zarbwno w grupie badanej, jak i kontrolnej oceniono osoczowe i
wewngtrzplytkowe elementy osi biotransformacji tlenku azotu, funkcje agregacyjng plytek oraz
nasilenie demograficznych, biochemicznych i zmierzonych za pomoca badan czynnosciowych

czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego. Do badania zostato wiaczonych 31 oséb z cukrzyca typu 2,
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w fazie leczenia doustnego, bez klinicznie istotnych powigzanych z cukrzyca uszkodzen narzagdowych.
Grupeg kontrolng w ilosci 30 oséb stanowili zdrowi ochotnicy, dopasowani demograficznie do grupy
badanej, u ktorych wykluczono zaburzenia metabolizmu glukozy. Gléwnym wynikiem badania bylo
stwierdzenie wyzszego stezenia ADMA w plytkach krwi chorych na cukrzyce typu 2, przy braku réznic
w stezeniu ADMA w osoczu. Nastgpnie wykonano oceng¢ zaleznej od tlenku azotu funkcji
wazodylatacyjnej srodblonka za pomocg obwodowej tonometrii t¢tniczej - EndoPAT 2000 oraz badan
przeplywomierzem laserowym - Laser Doppler Flowmetry (LDF) u wszystkich uczestnikéw projektu.
Wykazano zmniejszona odpowiedz mikronaczyniowa na bodziec termiczny mierzong za pomocg LDF
u 0so6b z cukrzycg, przy braku réznic w reakcji na czasowe niedokrwienie mierzonej z uzyciem
EndoPAT, co w polaczeniu z doniesieniami innych autoréw wskazuje na LDF jako bardziej czulg

metode oceniajacy funkcje mikrokrazenia.

Podsumowujac wyniki, wykazano, ze osoby z cukrzyca typu 2 charakteryzujg si¢ wyzszym
stezeniem wewnatrzptytkowej asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA) w poréwnaniu z osobami
zdrowymi, co moze skutkowa¢ uposledzeniem wytwarzania ptytko-pochodnego tlenku azotu (PDNO,
ang. platelet-derived nitric oxide) i tym samym sprzyja¢ zwigkszonej reaktywnosci trombocytéw
wyrazonej jako agregacja indukowana ADP. Otrzymane wyniki pozwalaja na sformutowanie wniosku,
ze jedna z przyczyn zmniejszonej skutecznosci kwasu acetylosalicylowego w zaréwno pierwotnej, jak
i wtornej farmakoprofilaktyce zdarzen sercowo-naczyniowych w tej grupie chorych sg zmiany stezenia
ADMA w srodowisku wewnatrz-plytkowym zachodza na wczeéniejszym etapie choroby niz zmiany
stezenia tego inhibitora w osoczu. Badanie przeplywu mikronaczyniowego w skorze za pomoca Laser
Doppler Flowmetry jest czulym testem wskazujgcym na uposledzenie wazodylatacji lozyska
mikronaczyniowego u chorych na cukrzyce jeszcze przed rozwojem klinicznie jawnych, istotnych

powiktan narzadowych choroby.

Wyniki prezentowane przez Doktoranta sg przykladem powiazania zmian biochemicznych na
poziomie subkomérkowym z ocena czynnosciowa, ktéra mozna wykorzysta¢ w codziennej praktyce
lekarskiej, stanowiac tym samym przyklad zastosowania medycyny translacyjnej. Ponadto, biorac pod
uwagg znaczenie profilaktyki pierwotnej i wtérnej przy pomocy lekéw przeciwplytkowych, szczegdlnie
w grupie chorych z wysokim i bardzo wysokim ryzykiem sercowo-naczyniowym zdarzen sercowo-
naczyniowych zasadne wydaje si¢ przeprowadzenie badan klinicznych z uzyciem lekow
przeciwplytkowych o odmiennym mechanizmie dziatania jak klopidogrel, czy inne inhibitory receptora

P2Y 12 lub poszukiwanie nowych substancji o nieznanym dotychczas punkcie uchwytu.

Warto podkresli¢, ze w oryginalnym artykule bardzo dokfadnie zdefiniowano metodyke badania,
oraz w niezwykle przystepny sposob przedstawiono jego wyniki. Natomiast dyskusja wynikow
wskazuje na bardzo dobrg znajomo$¢ przez Doktoranta podj¢tego zagadnienia, a zacytowana literatura

jest bardzo aktualna.
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Po zapoznaniu si¢ z praca doktorskg lekarza Jakuba Gawrysia nalezy z obowigzku recenzenta musze
nadmienié, ze korekty w dysertacji wymaga rozwiniecie skrotow w czesci ,,Omowienie publikacji
wchodzacych w sklad rozprawy”. Ulatwi to bez watpienia jej lekture. Ponadto, korekty wymaga w
wyzej wymienionej czgsci uzycie stowa ,,ilos¢” pacjentow. Proponowalbym, zastapi¢ je liczba
pacjentow, gdyz jest to rzeczownik policzalny. Korekty wymaga stosowanie terminu ,,cukrzyk”™ poprzez
zastapienie go ,.chory na cukrzyce typu 2”. Nie umniejsza to wysokiej oceny przedstawionej do recenzji

dysertacji.

Lektura publikacji wchodzacych w sklad cyklu nasungta mi rowniez pytanie, bedace rowniez
propozycja kontynuacji analiz. Czy zdaniem Doktoranta ocena wplywu wewnatrzplytkowej regulacji
biodostepnosci tlenku azotu na reaktywnos¢ plytek krwi na leki przeciwptytkowe powinno by¢ zalecane
u wigkszej liczby chorych, szczegdlnie u tych bardzo wysokiego ryzyka sercowo-naczyniowego?
Otrzymane wyniki zachecaja do wlaczenia tego typu badania w celu wezesnego zapobiegania kolejnym
zdarzeniom sercowo-naczyniowym w tych grupach chorych. Ponadto, mam kolejne pytanie, czy
Doktorant po zlozeniu do publikacji otrzymanych wynikéw, rozpoczat juz badania z uzyciem lekow
przeciwplytkowych o odmiennym mechanizmie dziatania jak klopidogrel, czy inne inhibitory receptora
P2Y12? Na pewno takie badania przyczynig si¢ do rozwoju wiedzy, ale w przypadku pozytywnych

wynikéw do poprawy rokowania sercowo-naczyniowego pacjentow.

Rozprawa doktorska spelnia wszystkie warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20.07.2018
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2020 poz.85 z p6zn.zm). Dlatego tez, biorac pod uwage
wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej lekarza Jakuba Gawrysia wnoszg do Wysokiej
Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszezenie lekarza
Jakuba Gawrysia do dalszych etapow przewodu doktorskiego i o jej wyrdznienie.
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