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Recenzja rozprawy doktorskiej

lekarz medycyny Anny RADOMSKIEJ pt.:
Mechanizmy agregacji plytek krwi: rola tkankowego inhibitora metaloproteinaz
przestrzeni pozakomoérkowej-4 (TIMP-4) i nanoczastek wegla

Rozprawa doktorska Pani lekarz medycyny Anny Radomskiej zatytulowana:
.-Mechanizmy agregacji ptytek krwi: rola tkankowego inhibitora metaloproteinaz przestrzeni
pozakomdérkowej-4 (TIMP-4) i nanoczastek wegla’™ zostala przygotowana pod kierunkiem
prof. dr hab. n. med. Jarostawa Leszczyna w EMC Health Care w Dublinie (Irlandii).
Natomiast badania wykonano w prestizowych osrodkach naukowych: University of Alberta,
Edmonton, Canada; The Brown Foundation Institute of Molecular Medicine for the
Prevention of Human Diseases, Houston, USA; Ohio University, Athens, USA oraz School of
Pharmacy and Pharmaceutical Sciences University of Dublin Trinity College. Kierownikiem
jednostek w Edmonton, Houston i Dublinie byl prof. dr hab. n. med. Marek Radomski,

natomiast kierownikiem jednostki w Athens - prof. dr Tadeusz Malinski.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska sklada si¢ z czterech (dwdch
eksperymentalnych i dwoch pogladowych) tematycznie spdjnych artykulow oraz opisu pracy
1 streszczenia przygotowanych w jezyku polskim i angielskim. Na koncu rozprawy
Doktorantka umiescita deklaracje wspotautorow. Trzy prace bedace podstawg recenzowane;
rozprawy opublikowano w prestizowych czasopismach z listy filadelfijskiej, tj. Br. J.
Pharmacol (IF=4, 957), jedna praca zostata przyjeta do druku, réwniez w czasopismie z listy

filadelfijskiej: Adv. Clin. Exp. Med. (IF=1,095). Przedstawione prace sa wspolautorskie, ale



w trzech z nich Doktorantka jest pierwszym Autorem a w jednej réwniez Autorem
korespondencyjnym. Zalgczone deklaracje wspolautorow wskazuja na wiodaca role
Doktorantki w koncepcji, wykonawstwie i redakcji wszystkich prac stanowigcych podstawe
rozprawy doktorskiej. Na szczegdlne uznanie zastuguje zarowno imponujacy taczny wskaznik
oddziatywania (IF), ktéry wynosi: 15,966 oraz liczba cytowan: 941 (Google Scholar,
20.12.2015), ktéra zarazem dowodzi, iz prace spotkaly si¢ z ogromnym zainteresowaniem i

uznaniem w $rodowisku naukowym.

W opisie pracy Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke dysertacji, uzasadnia
podjecie badan i cel pracy, wykorzystywana w badaniach metodyke, uzyskane wyniki,
dyskusje, a takze perspektywy nowych, dalszych badan. Opis konczy spis 36 dobranych
tematycznie, aktualnych pozycji literaturowych. Nastepnie zalgczone sg artkuly stanowiace
rozprawe doktorska. Niewatpliwie utatwia to czytajacemu szybka ocene calosci dysertacji jak
i jej wybranych fragmentow. Na szczegoélne uznanie zastuguje bardzo staranne opracowanie
czgsci graficznej rozprawy oraz bardzo wysoka jakos¢ zdje¢ plytek krwi uzyskanych przy
wykorzystaniu szerokiej gamy technik mikroskopowych.

Wybor tematu dysertacji recenzent uwaza za niezwykle nowatorski i istotny z punktu
widzenia farmakologii ptytki krwi oraz nanofarmakologii. Doktorantka podjeta ambitna probe
wyjasnienia skomplikowane;j sieci zalezno$ci pomigdzy ptytkami krwi a metaloproteinazami

oraz plytkami krwi i nanoczastkami wegla stawiajac, jako cel swoich badan naukowych:

1. Identyfikacje ekspresji i zbadanie farmakologicznych efektow plytkowych inhibitorow
metaloproteinaz (TIMPs)
2. Zbadanie wplywu nanoczastek wegla na czynnosci plytek krwi

Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze to wilasnie Pani lekarz medycyny Anna
Radomska po raz pierwszy w literaturze opisala mechanizmy regulujace proagregacyjne
dzialanie metaloproteinazy (MMP-2) na plytki krwi (artykul 1). Doktorantka dowiodla
rowniez, ze sposrdd czterech TIMP jedynie TIMP-4 wystepuje w phytkach krwi w ilosciach
wystarczajgcych do regulacji agregacji plytek. Analizujac obrazy uzyskane z mikroskopu
elektronowego z uzyciem immunozlota zauwazyla, ze w ptytkach TIMP-4 kolokalizowat z
MMP-2 ale nie z MMP-9. Zaobserwowala rowniez, ze hamujace dziatanie TIMP-4 na plytki
krwi moze by¢ potegowane przez inne inhibitory agregacji, np. tlenek azotu. Niezwykle
wazne w opinii recenzenta jest udokumentowanie przez Doktorantke, ze TIMP-4 poza

hamowaniem agregacji ptytek krwi, wywolanej klasycznymi czynnikami agregacyjnymi,
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wykazuje réowniez zdolno$¢ hamowania plytek krwi indukowanej komorkami
nowotworowymi. Doktorantka wyciagneta stuszny wniosek, iz TIMP-4 moze byl traktowany,

jako jeden z czynnikow regulujgcych krwiopochodne przerzutowanie nowotworéw.

W toku dalszych badan Pani lekarz medycyny Anna Radomska odkryla, ze rozpuszczalne
nanoczastki wegla indukuja agregacj¢ plytek krwi i wywolujg zakrzepice naczyniowa.
Udowodnita, ze wystepujace w srodowisku, jak réwniez technologicznie produkowane
nanostruktury moga wplywac na funkcje ptytek krwi i rozwoj choréb naczyniowo-sercowych.
Odkrycie to zapoczatkowalo nowy kierunek badaf, ktorych celem stala sie ocena

biokompatybilnosci nanoczastek uzywanych w medycynie z krwia.

Dwa pozostale artykuly skladajace si¢ na oceniang rozprawe doktorska maja charakter
pogladowy. Rozwdj nanotechnologii poza szeregiem korzysci i nickwestionowanym wkiadem
w rozwo0j wspolczesnej medycyny niesie ze sobg zagrozenia zwigzane z potencjalnym
niekorzystnym dziataniem nanomaterialow i nanoczastek na organizm czlowieka. Czesto te
same unikalne wlasciwosci nanoczastek, ktore decyduja o ich wykorzystaniu w diagnostyce i
terapii (niewielki rozmiar, duza powierzchnia w stosunku do rozmiaru, tatwos¢ pokonywania
blon komérkowych czy tez barier ustrojowych) wplywajg zarazem na ich toksycznos$é. Na te
wiasnie zagadnienia, Doktorantka zwrocita uwage w kolejnym (3) artykule, ktorego
opublikowanie w 2007 roku wprowadzito termin ,,nanofarmakologii’” zdefiniowanej jako

dziedzina wiedzy zajmujaca si¢ farmakologicznym dziataniem nanoczastek.

7 kolei nastepny (4) artykutl wskazal mozliwe kierunki rozwoju nanomedycyny. Doktorantka
zwraca szczegllng uwage na zagadnienia zwigzane z biokomatybilnoscia nanomateriatow
wykorzystywanych w medycynie. Niezwykle interesujace sa zebrane i przedstawione przez
Doktorantke informacje z zakresu projektowania i wytwarzania nanoteranostycznych

materialow ukierunkowanych na rozwdj medycyny i terapii personalizowane;.

Pragne¢ podkresli¢, iz Doktorantka zrealizowata wszystkie cele badawcze, a uzyskane wyniki
maja ogromne znaczenie w poznaniu regulacji ptytki krwi przez endogenne mediatory
(MMPs i TIMPs) jak i nanoczastki wegla. Badania te stanowig catkowitg nowos¢ naukows i
wpisujg si¢ na trwale w pismiennictwo $wiatowe z zakresu farmakologii, jak rowniez

nanofarmakologii i nanomedycyny.

W opinii Recenzenta na szczegdlne wyrdznienie zastuguje umiejetne polgczenie przez

Doktorantke eksperymentow in vitro i in vivo w celu okreslenia wplywu nanoczgstek wegla



na plytki krwi. Badania in vitro Pani lekarz medycyny Anna Radomska przeprowadzila na
krwi pobieranej od zdrowych ochotnikow, ktorzy przez 2 tygodnie poprzedzajace
eksperymenty nie przyjmowali zadnych lekow, wplywajacych na czynno$é plytek krwi. Z
pobranych probek przygotowala osocze bogatoptytkowe oraz myte ptytki (washed platelets).
Nastepnie. celem potwierdzenia wynikow uzyskanych w doswiadczeniach in vitro
Doktorantka przeprowadzila badania in vivo na szczurach Wistar-Kyoto w modelu zakrzepicy
w tetnicy szyjnej wywolanej dziataniem chlorkiem zelaza. Na uwage zashuguje szeroki zakres
metod i nowoczesnych technik analitycznych wykorzystywanych przez Doktorantke w
eksperymentach, takich jak: metoda agregacji $wietlnej, western blotting, zymografia i
odwrotna zymografia, cytometria przeplywowa, mikroskopowych: kontrastowo-fazowych,
immunofluorescencyjnych, transmisyjno elektronowych i immunoelektronowych. Metodyka
badan charakteryzuje godna pochwaly skrupulatnoé¢ a wykonanie eksperymentow —
rzetelnos¢ warsztatu badawczego. Z kolei przestawione przez Doktorantke do oceny artykuly
wskazujace  afiliacj¢  wspotautorow dowodza umiejetnosci  pracy w  zespotach

migdzynarodowych oraz ze specjalistami roznych dziedzin nauki.

W opinii Recenzenta niezwykle cickawe sa badania, ktore Doktorantka wskazuje, jako dalszy
kierunek swojej pracy naukowej. Wykorzystujac zdobyte doswiadczenie i wiedze Pani lekarz
medycyny Anna Radomska chciataby skoncentrowa¢ si¢ na opracowaniu i zoptymalizowaniu
nanoczgstek wielofunkcyjnych, ktore mozna by stosowaé¢ w diagnostyce i terapii chordb
zwigzanych z aktywacja plytek krwi. W ramach badan wstepnych prowadzonych we
wspolpracy z Trinity College juz dowiodla, ze nanoczastki oparte o strukture laktonu moga

by¢ hemokompatybilne.

Biorgc pod uwage przedstawione dane dotyczace formalnej i merytorycznej oceny pracy
doktorskiej Pani lekarz medycyny Anny Radomskiej z ogromng przyjemnoscia stwierdzam,
ze rozprawa stanowi oryginalne osiagnigcie naukowe o duzym znaczeniu poznawczym i
zawiera niekwestionowany element nowosci naukowej. Autorka wykazata sie ogromna
wiedza w zakresie realizowanego tematu, umiejetnoscia prawidtowego wykorzystania
nowoczesnych metod badawczych, ogromng konsekwencja w realizacji zalozonych celow, a
takze oryginalnoscia w formulowaniu i rozwigzywaniu stawianych sobie celow,
prawidlowoscig formutowania jasnych i logicznych wnioskéw. W mojej ocenie Doktorantka

dowiodla umiejgtnosei samodzielnego zaplanowania i przeprowadzenia pracy naukowe;j.



W Swietle przedstawionych wyzej danych stwierdzam, Ze recenzowana praca odpowiada
warunkom ustawy o tytule naukowym i stopniach naukowych dla rozprawy na stopien
doktora, 1 uznaj¢, ze Pani lekarz medycyny Anna Radomska moze byé dopuszczona do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny ocenianej rozprawy oraz fakt
opublikowania wynikéw w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym i wysokim
wspolczynniku oddziatywania (Impact Factor) wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu
Lekarskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie o

wyroznienie nagroda rozprawy doktorskiej.
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