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prof. dr hab. Marzenna Podhorska-Okoiéw _'. p—
Recenzja rozprawy doktorskiej lekarza Macieja ]dku bowsklegﬂ

pt. ,Rola anhydrazy weglanowej Il w patogenezie opornosci plytek krwi na kwas
acetylosalicylowy”
powstatej
w Katedrze i Klinice Chor6b Wewnetrznych, Zawodowych, Nadci$nienia Tetniczego i

Onkologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego stanowig wiodgacy problem zdrowotny w
populacji $§wiatowej i pozostajg gléwna przyczyna chorobowos$ci i $miertelnosci
zarbwno w krajach rozwinietych, jak i rozwijajgcych sie. Istotnym problemem s3g
powiktania zakrzepowo-zatorowe, ktérych jedng z przyczyn jest wzmozona aktywacja
ptytek krwi. Dlatego tez nalezy dotozy¢ wszelkich staran, by minimalizowa¢ ich
wystepowanie.

Kwas acetylosalicylowy (ASA) odgrywa kluczowa role w zapobieganiu
wystepowania nowych zdarzenn sercowo-naczyniowych w grupie chorych wysokiego
ryzyka sercowo-naczyniowego. Natomiast u pacjentdw z rozpoznang juz choroba
niedokrwienng serca, udarem mézgu czy chorobg tetnic obwodowych jego stosowanie
znaczaco zmniejsza czesto$¢ wystepowania kolejnych epizodow zakrzepowo-
zatorowych. Jednakze nie u kazdego pacjenta ASA prawidtowo blokuje ptytki krwi.
Przyczyng tego jest zjawisko aspirynoopornosci. Z klinicznego punktu widzenia jest ona
definiowana jako wystepowanie powiktan zakrzepowo-zatorowych, pomimo
regularnego przyjmowania ASA. Aspirynooporno$¢ stanowi istotny problem w praktyce
klinicznej i obejmuje, wg roéznych szacunkdéw, 5-25% populacji leczonej kwasem
acetylosalicylowym. Liczne badania przeprowadzone w tym zakresie nie umozliwity
doktadnego poznania patomechanizmu tego zjawiska. Konieczne jest zatem
definiowanie nowych strategii terapii w oparciu o zebrane dane z badan
przeprowadzonych na poziomie molekularnym z wykorzystaniem miedzy innymi
technik molekularnych wykorzystywanych przez proteomike .

Tego rodzaju badanie powstalo w renomowanym o$rodku zajmujacym sie
proteomika. Lekarz Maciej Jakubowski pod kierownictwem Pana dr hab. n. med.

Adriana Doroszko podjeli probe wyjasnienia patomechanizmu aspirynoopornosci w



oparciu o analize réznicowg proteomu i peptydomu ptytek krwi w zaleznoS$ci od ich
reaktywno$ci na kwas acetylosalicylowy.

Tematyka badan prowadzonych prze lekarza Macieja Jakubowskiego jest istotna
z naukowego punktu widzenia, ale réwniez - co wedtug recenzenta ma wieksze
znaczenie, moze przyczynic sie do bardziej wtasciwego postepowania klinicznego w tej
grupie chorych. Poprzez zmniejszenie lub nawet catkowite wyeliminowanie zjawiska
aspirynoopornos$ci, moze bowiem poprawi¢ rokowanie dla wyj$ciowo obcigzonej grupy
pacjentow.

Rozprawa doktorska lekarza Macieja Jakubowskiego ma forme spdéjnego
tematycznie cyklu dwdéch publikacji ogtoszonych w miedzynarodowych, renomowanych
czasopismach naukowych. W obydwu artykutach doktorant jest pierwszym autorem.
Nalezy podkreslic wysokg tgczna punktacje publikacji wilaczonych do rozprawy
doktorskiej (wspétczynnik oddziatywania Impact Factor 7,069 oraz 75 punktoéw
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego). Ponadto nalezy odnotowa¢, Ze lekarz
Maciej Jakubowski jest takze autorem kilku publikacji, ktére nie zostaly wigczone do
rozprawy doktorskiej (tgczna punktacja - wspotczynnik oddziatywania Impact Factor
10,709 oraz 100 punktéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego). Lekarz Maciej
Jakubowski byl uczestnikiem czterech grantéw naukowych, a na podstawie wynikow
jednego z nich (MNiSW- Iuventus Plus- IP2011 010471) powstata oceniana dysertacja.
Podsumowujgc dotychczasowy dorobek naukowy lekarza Macieja Jakubowskiego nalezy
uzna¢ go za wyrozniajacy sie i dajacy nadzieje na dalszy rozwéj naukowy, ktory bedzie
owocowac kolejnymi publikacjami w recenzowanych pismach.

Rozprawa doktorska lekarza Macieja Jakubowskiego liczy 48 stron i ma uktad
klasyczny dla prac doktorskich w formie cyklu publikacji. Sktada sie ze: spisu tresci, listy
publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, omdwienia publikacji wchodzacych w
sktad rozprawy wraz z kopiami publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej,
streszczen w jezyku polskim i angielskim, oraz o$wiadczen wspétautoréw dotyczacych
charakteru ich udzialu w przygotowaniu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska.
Uwazam, ze brakujgcg czeScig dysertacji jest wyodrebnienie dwo6ch dodatkowych
punktow: jasno sformutowanego celu oraz wnioskdw pracy. Utatwitoby to czytajagcemu
sprawne zapoznanie sie poruszang tematyka.

W czeéci ,Omoéwienie Publikacji Wchodzacych w Sktad Rozprawy” Doktorant w

stosunkowo Kkrotki, ale wyczerpujgcy sposob przedstawia aktualny stan wiedzy




dotyczacy zjawiska aspirynoopornosci. W tej czeSci roéwniez klarownie omawia
artykuty wchodzace w sktad cyklu rozprawy.

Pierwsza z prac ,Platelet Carbonic Anhydrase II, a Forgotten Enzyme, May Be
Responsible for Aspirin Resistance” opublikowano w Oxidative Medicine and Cellular
Longevity. Jej gléwnym celem byta ocena molekularnego podtoza zmniejszonej
odpowiedzi ptytek na kwas acetylosalicylowy w zakresie proteomu ptytek krwi u 0séb z
zachowang oraz ze zmniejszong ich wrazliwo$cia na ASA. Do badania wlaczono 61
zdrowych ochotnikéw w wieku od 18 do 60 lat. W tym miejscu nalezy podkresli¢ bardzo
starannie przemyslane Kryteria wytgczenia, ktére pozwolity na wyeliminowanie wielu
czynnikéw mogacych mie¢ wptyw na uzyskane wyniki, a co za tym idzie utrudni¢ ich
interpretacje. Godny podkreélenia jest tez wybdr metody badawczej- chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS, ang. liquid chromatography-mass
spectrometry) - MALDI TOF-TOF (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization
tandem time-of-flight) zapewniajacej obiektywnos$¢ i wysoka powtarzalno$¢ w ocenie
proteomu. Przechodzac do wynikéw, Autorzy, w tym Doktorant nie wykazali istotnych
statystycznie roéznic w ogoélnej charakterystyce demograficznej i biochemicznej w
badanych grupach, poza stezeniem kreatyniny, glukozy oraz parametréw
czerwonokrwinkowych. Najistotniejszym wynikiem opisywanej pracy jest stwierdzenie
ze spo$rod wszystkich zidentyfikowanych biatek tworzgcych proteom ptytek krwi
jedynym réznicujgcym obie grupy oraz potencjalnie wptywajacym na odpowiedz na
kwas acetylosalicylowy jest anhydraza weglanowa II (CA 1I) i wystgpuje ona w
znamiennie wiekszym stezeniu w grupie os6b aspirynoopornych. Dodatkowo
zaobserwowano, ze grupa os6b aspirynoopornych charakteryzowatla sig takze silniejszg
wyj$ciowq agregacjg plytek krwi zalezng od kwasu arachidonowego, tj. roéznica
wystepowala takze bez dodatku kwasu acetylosalicylowego. Podsumowaniem pracy jest
stwierdzenie, ze anhydraza weglanowa jest modulatorem czynnoSci ptytek krwi. Wzrost
jej aktywnoSci i/lub stezenia w ptytce krwi moze by¢ nowym niezaleznym predyktorem
ich aspirynoopornoscii w konsekwencji powiktan zakrzepowych.

Wartym podkre$lenia jest fakt, ze ponad 59% badanych miato wyjSciowo
zmniejszong wrazliwo$¢ ptytek krwi na ASA - wynik ten podkresla stuszno$¢ obranego
celu powyzszej pracy. Doktorant podkreslajac nowatorsko$¢ swoich wynikow,
postanowit podsumowaé stan dotychczasowej wiedzy na temat aspirynoopornosci.

Dlatego tez, drugg pracg cyklu jest praca pogladowa ,The human carbonic anhydrase II



in platelets - an underestimated field of its activity” opublikowano w BioMed Research
International. Jest to artykut podsumowujacy w sposéb klarowny i wyczerpujacy
aktualng wiedze dotyczaca roli anhydrazy weglanowej Il w regulacji funkcji ptytek krwi
u ludzi oraz mozliwego oddziatywania farmakologicznego na jej aktywnos$¢ w ptytkach
krwi.

Doktorant przedstawit w oryginalnej publikacji uzyskane wyniki w sposéb
przejrzysty. Artykut zawiera tabele i ryciny ulatwiajgce czytelnikowi zrozumienie
omawianych zagadnien i uzyskanych wynikéw. Analiza statystyczna w pracy oryginalnej
zostata wykonana poprawnie, co $wiadczy o dobrym przygotowaniu Doktoranta do
dalszej pracy naukowej. Dyskusja w artykule oryginalnym jest napisana w sposéb
logiczny i merytorycznie poprawny, a zawarte piSmiennictwo liczace 33 pozycje
prawidtowo dobrane. W artykule pogladowym Doktorant wykonat bardzo duzo pracy
analizujac 123 aktualne pozycje piSmiennictwa dotyczace roli anhydrazy weglanowej II
w regulacji funkcji plytek krwi. W tym artykule Doktorant zaproponowat
przedstawienie wielu proces6w w postaci rycin, ktére pomocne s3 w prawidlowym
zrozumieniu tak trudnego zagadnienia.

Z obowigzku recenzenta musze wspomniec o nielicznych uchybieniach literowych,
sktadniowych oraz redakcyjnych w tej czesci tekstu. PowyZsze uwagi nie umniejszaja
mojej wysokiej oceny tej czesci, stanowigcej poprawng naukowg podstawe dysertacji.

Uwazam, ze jednym z najwazniejszych dokonan jest wykazanie po raz pierwszy, ze
spos$rdod wszystkich zidentyfikowanych biatek tworzacych proteom ptytek krwi jedynym
réznicujgcym obie grupy oraz potencjalnie wptywajacym na odpowiedZ na kwas
acetylosalicylowy jest anhydraza weglanowa II (CA II) i wystepuje ona w znamiennie
wiekszym stezeniu w grupie pacjentéw aspirynoopornych.

Ostatnio na tamach czasopisma The Lancet opublikowano prace (Lancet. 2018 Jul
12. pii: S0140-6736(18)31133-4) w Kktorej stwierdzono, zZe mate dawki kwasu
acetylosalicylowego (75-100mg/dobe) sg skuteczne w zapobieganiu zdarzen sercowo-
naczyniowych jedynie u pacjentéw z masg ciata ponizej 70kg. Jest to bardzo interesujgce
odkrycie, ktére moze przyczynié sie do zmian dawkowania ASA w praktyce kliniczne;j.
Czy Doktorant widzi tu zastosowanie proteomiki do pogtebienia tego tematu? Prosze o
przedyskutowanie powyzszej kwestii w czasie publicznej obrony. Ponadto wiadomo, ze
w dotychczasowych wytycznych ocena aspirynoopornos$¢ nie jest zalecana u wszystkich

chorych. Czy zatem wyniki otrzymane prze Doktoranta mogg wplyng¢ na zmiane




postepowania? Ponadto analiza wynikdw zaprezentowanej pracy oryginalnej rodzi kilka
dodatkowych pytan: 1. Czy znane sg Doktorantowi jakiekolwiek modyfikacje ww.
enzymu zmieiajgce jego strukture trzeciorzedowa i dostep do centrum aktywnego lub
zwiekszajace podatno$¢ na degradacje przez inne proteazy? 2. Czy enzym ten moze tez
podlega¢ acetylacji i jego aktywno$¢ by¢ modyfikowana przez ASA? 3. W jaki sposéb
Doktorant zaprojektowatby w oparciu o techniki proteomiki eksperymenty majgce na
celu weryfikacje ww. zagadnien?

Podsumowujgc, wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie lekarza Macieja Jakubowskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslane w art.
13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym

oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.).

N3 08 D>~

drhab. n. med., Piotr Dobrowolski
specjalista kardiolog
PWZ 2312184



