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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Matczak
pt. ,,Ocena dzialania podchlorynu i nadtlenoazotynu na wybrane elementy
hemostazy”

Uwagi ogolne na temat problematyki podjetej w rozprawie

Jedna z gldwnych przyczyn niestabilnosci uktadéw biologicznych sa nieuchronnie
zachodzace posttranslacyjne modyfikacje biatek tj. chlorowanie, nitracja czy glikacja. Sa one
wynikiem przede wszystkim zespotu proceséw okreslanych mianem ,,parametabolizmu” —
ubocznych nieenzymatycznych reakcji substratéw i produktow przejsciowych metabolizmu,
nieuniknionych ze wzgledu na chemiczng reaktywnos$¢ tych zwigzkéw. Modyfikacje biatek sg
wzmozone w wielu chorobach, np. retinopatii cukrzycowej, miazdzycy, czy zakrzepicy. Nalezy
zaznaczy¢, ze doktadny mechanizm zakrzepicy nie jest w pelni poznany. Pomimo, Zze w
ostatnich latach dokonat si¢ znaczacy postep w badaniach z zakresu patofizjologii zakrzepicy,
wcigz stanowi ona ostateczng bezposrednig przyczyne wielu choréb 1 $mierci. Wydaje si¢
oczywiste, ze zahamowanie procesOw hemostazy pierwotnej prowadzacych do rozwoju
zakrzepicy powinno zmniejszy¢ ryzyko wystapienia tej choroby. Wazna przyczyna zakrzepicy
jest zaburzenie procesu fibrynolizy, u podstaw ktorego lezy niedobor elementéw tego uktadu,
zwigkszona synteza inhibitora aktywatora plazminogenu 1, uszkodzenie $rodbtonka naczyn
krwiono$nych czy zmiany struktury i funkcji wtdknika. Upos$ledzenie procesu fibrynolizy moze
by¢ zwigzane ze zmiang struktury wioknika, co jest rezultatem licznych modyfikacji, jakim
ulega fibrynogen (biatko ostrej fazy). Jego synteza i stezenie w osoczu moze wzrosngé 2-3
krotnie w odpowiedzi na stan zapalny. Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze podwyzszony
poziom znitrowanej formy fibrynogenu w osoczu pacjentow z chorobg niedokrwienng serca
jest czynnikiem ryzyka wystapienia zakrzepicy. Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa obejmuje
dwie jednostki kliniczne: zator tetnicy phlucnej 1 zakrzepice zyt gltebokich. Ocena czesto$ci

wystepowania tych chordb jest trudna. Wptywa na to zaréwno duza réznorodnos¢ stosowanych



metod diagnostycznych, jak i rdzny przebieg choroby (w tym takze bezobjawowy). Zylna
choroba zakrzepowo-zatorowa jest czgsto stwierdzana sekcyjnie u pacjentow, ktorzy byli
leczeni z przyczyn internistycznych i zmarli w szpitalu.

Jedng z przyczyn zachwiania réwnowagi pomiedzy procesami pro- |
przeciwzakrzepowymi moze by¢ stres oksydacyjny, nitracyjny, czy indukowany reaktywnymi
zwigzkami chloru, towarzyszacy m.in. zakrzepicy. W wielu pracach wykazano, ze reaktywne
formy tlenu i azotu modyfikuja funkcje¢ wszystkich elementoéw uktadu hemostazy, czyli zespotu
mechanizmow obronnych organizmu, pozwalajgcego na utrzymanie ptynnosci krwi krazacej i
chronigcego przed utratg krwi w wyniku przerwania cigglosci naczyn krwionos$nych, tj. ptytek
krwi, komorek $rodblonka naczyn krwiono$nych, osoczowych biatek uktadu krzepnigcia i
fibrynolizy. Stad tez zasadno$¢ podjecia si¢ zagadnienia poszukiwania zwigzkow
przeciwdzialajacych zaburzeniom hemostazy ws$rdéd antyoksydantdw naturalnych lub
syntetycznych przez zespot dr hab. Pawta Nowaka, prof. nadzw. UL, a kolejny ich etap zostat
podsumowany w rozprawie doktorskiej Pani mgr Justyny Matczak.

Techniczna i edytorska ocena oraz uwagi do uktadu rozprawy

Ogotem, praca w formie typowego jednostronnego wydruku, obejmuje tacznie 146
stron. Tytut rozprawy jest troche ogoélnikowy i nieprecyzyjnie okresla zakres pracy. Moim
zdaniem nalezaloby sprecyzowac ,,Ocena dziatania podchlorynu i nadtlenoazotynu na wybrane
elementy hemostazy”, jako ,,Poszukiwanie skutecznych inhibitoréw nitracji i chlorowania
fibrynogenu i plazminogenu”.

Dobrze napisana rozprawa doktorska mgr Justyny Matczak sktada si¢ z Czesci
teoretycznej (cztery rozdziaty) oraz Czesci doswiadczalnej (dziewi¢é rozdziatow). Czesé
teoretyczng rozpoczyna lapidarny Wstep, ktory w zasadzie nie powinien by¢ oddzielnym
rozdzialem (zajmuje bowiem niecalg strong¢ pracy). Kolejne dwa rozdziaty ,,Fibrynogen i uktad
krzepniecia” oraz ,,Uklad fibrynolityczny” wprowadzaja Czytelnika w zagadnienia dotyczace
tych dwoch, niezmiernie waznych dla hemostazy uktadow. W Czesci teoretycznej zasadne
wydawatoby si¢ obszerniejsze rozwazenie problemu chlorowania 1 nitrowania fibrynogenu, a
takze plazminogenu. Zagadnienie to poruszono pobieznie i tylko w odniesieniu do fibrynogenu
na stronach 28-30, chociaz celowe bytoby bynajmniej wspomnienie w tej czesci rozprawy o
posttranslacyjnych zmianach plazminogenu. Na modyfikacje tego biatka zwraca uwage np.:
Gugliucci (2008) [Gugliucci A. Hypochlorous acid is a potent inactivator of human
plasminogen at concentrations secreted by activated granulocytes. Clin Chem Lab Med.
2008;46(10):1403-9], czy Hathuc et al. (2006) [Hathuc C, Hermo R, Schulze J, Gugliucci A.
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plasmin activity. Clin Chem Lab Med. 2006;44(2):213-9]. Brakuje tez wzmianki o
substancjach/lekach chronigcych te biatka przed posttranslacyjnymi modyfikacjami. Wydaje
si¢ to potrzebne, poniewaz celem pracy jest ocena dzialania podchlorynu i nadtlenoazotynu na
wybrane elementy hemostazy i1 poszukiwanie skutecznych antyoksydantow chronigcych
wybrane biatka przed takimi zmianami.

Co wigcej, w rozpoczynajacym Czes¢ doswiadczalng rozdziale pracy: ,,Zatozenia i cele
pracy” nie uzasadniono wyboru zastosowanych antyoksydantéw naturalnych (kwercytyna oraz
(-)-epikatechina) czy syntetycznych (TEMPO, 4-hydroksy-TEMPO, 4-acetamido-TEMPO). W
rozdziale 6 ,,Material i metody” nie znalaztam takze informacji odnosnie wyboru stezenia
oksydantoéw i antyoksydantow uzytych do oznaczen.

Uzyty warsztat metodyczny przez Doktorantke byl, w moim przekonaniu, optymalny
dla realizacji celu pracy, nowoczesny i odpowiadajacy wspotczesnym $wiatowym standardom
badan w tej dziedzinie. Stosowane w pracy metody biochemiczne, czy tez z zakresu biologii
molekularnej, opisane sg nalezycie szczegdétowo. Za bardzo dobry pomyst uznaé nalezy
zastosowanie skaningowej mikroskopii elektronowej w celu wizualizacji struktury witoknika.
Nalezy podkresli¢, ze mgr Justyna Matczak wybrata proste 1 dobrze zwalidowane metody
biochemiczne izolowania badanych bialek tzn. izolowata fibrynogen metoda zimnej
precypitacji alkoholowej osocza, natomiast plazminogen metodg chromatografii
powinowactwa. Do oceny biologicznych wilasciwosci fibrynogenu wykorzystata pomiar
szybkos$ci tworzenia widknika za pomoca metody turbidymetrycznej. Doktorantka oceniata
rowniez zmiany absorbancji w trakcie tworzenia skrzepu fibryny i jego lizy. W celu uzyskania
informacji odnos$nie nitracji 1 chlorowania fibrynogenu mgr Justyna Matczak oznaczyta
stezenie grup karbonylowych oraz 3-nitrotyrozyny zarowno metoda Dot i Western blot, jak i
ELISA. W celu oceny modyfikacji fibrynogenu przez nadtlenoazotyn i podchloryn zastosowata
proste, cho¢ niespecyficzne, pomiary fluorescencji dityrozyny i tryptofanu. W przypadku
plazminogenu Doktorantka zbadata aktywno$¢ amidolityczng plazminy po aktywacji
plazminogenu streptokinaza.

Drobna uwaga pod adresem czgsci rozprawy 6 ,.,Material i Metody”: wygaszanie
fluoresceiny przez nadtlenoazotyn czy podchloryn stuzy w tym wypadku dla potwierdzenia
ochronnego dzialania wybranych antyoksydantow, dlatego tez wydaje si¢ zasadne, aby
zamies$cic je jako pierwszg z opisywanych metod.

Opis wynikow jest jasny, przejrzysty 1 przedstawiony w atrakcyjnej formie graficznej.
Niemniej jednak, warto byloby zaznaczy¢ w tej czgsci rozprawy cezur¢ pomi¢dzy oryginalnym
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macierzystej Katedrze. Do tych ostatnich nalezato sprawdzenie ochronnego wptywu (-)-
epikatechiny na modyfikacje fibrynogenu (6 uM) indukowane nitracjg tj. nadtlenoazotynem (1-
100 uM). Dane o protekcyjnym dziataniu tego flawanoidu przedstawiono wczesniej W
publikacji: Thromb Res. 2012;130(3):e123-8. Protective effects of (-)-epicatechin against
nitrative modifications of fibrinogen. Bijak M, Nowak P, Borowiecka M, Ponczek MB,
Zbikowska HM, Wachowicz B. Wzmianka na ten temat pojawia si¢ dopiero w Dyskusji (str.
127).

Wyniki zamieszczone w recenzowanej rozprawie sa relacjg ze zmudnych zmagan
Doktorantki z oznaczeniami biochemicznymi, nie zawsze uwienczonych powodzeniem - €O
jest, niestety, niecodlagczng cechg autentycznej pracy badawczej. Tak bylo w przypadku
oznaczania 3-chlorotyrozyny w fibrynogenie metodg Dot i Western Blot z wykorzystaniem I-
rzgdowych przeciwcial antychlorotyrozynowych. Nie potwierdzono obecnosci 3-
chlorotyrozyny w fibrynogenie, pomimo, ze dane literaturowe wskazuja na obecnos¢ tego
markera stresu oksydacyjnego w biatkach osocza. Niemniej jednak nie znalaztam informacji,
czy przygotowano pozytywng kontrolg. Co wiegcej, zaden z zastosowanych polifenoli w
przeprowadzonym tescie ELISA nie chronil fibrynogenu przed skutkami dzialania
podchlorynu, co Doktorantka ttumaczy duzym btgdem.

Mam kilka drobnych uwag dotyczacych tej czesci pracy, glownie pod adresem edycji
rozprawy:

(1) Rozdziaty elektroforetyczne i ich produkty (Western blots) nie sa poddane analizie
densytometrycznej. Nie jest to konieczne w przypadku prezentacji wynikdéw w rozprawie
doktorskiej, ale bytoby przeszkoda w ich opublikowaniu w renomowanym czasopismie.

(if) Poddanie dziataniu oksydantéw preparatow bialek o réoznych stezeniach i przy réznych
stosunkach molowych oksydantéw do biatek wymaga wyjasnienia. W szczego6lnosci,
poréwnanie modyfikacji biatek w oparciu o zmiany fluorescencji nie jest uzasadnione w
przypadku preparatow o réznych stezeniach biatka (jak np. Ryc. 23, 24 i 60); trudno
powiedzie¢, ze modyfikacje byly mniejsze w przypadku plazminogenu, jesli jego stezenie w
mierzonym preparacie byto wielokrotnie nizsze (0.1 mg/ml) niz w przypadku fibrynogenu (2
mg/ml).

(ili) Tabele 13-16 dokumentujg zaskakujacy efekt: poddanie fibrynogenu dziataniu
oksydantow, zwlaszcza nadtlenoazotynu, w obecnosci kwercetyny, sprowadza lag time ponizej
wartosci kontrolnej, a szybkos¢ maksymalng polimeryzacji fibrynogenu powyzej wartosci
kontrolnej. W tym kontekscie brakuje kontrolnych badan wptywu kwercetyny na polimeryzacje

fibrynogenu w nieobecnosci oksydantow.
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(iv) W doswiadczeniach dotyczacych ochrony fluoresceiny przed utratg fluorescencji (Ryc. 51)
stezenia antyoksydantow zostaty zle dobrane, nie pozwalajac na wyznaczenie wartosci ICso.
(V) Ryc. 66 1 67 dokumentujg zaskakujacy efekt (-)-epikatechiny na fluorescencje¢ tryptofanu
poddanego dziataniu podchlorynu i nadtlenoazotynu, polegajacy na podwyzszeniu poziomu
fluorescencji powyzej poziomu kontroli w miare wzrostu st¢zenia (-)-epikatechiny.
Najwidoczniej Doktorantka, planujac to doswiadczenie, nie wzigta pod uwage faktu, ze (-)-
epikatechina takze fluoryzuje. Jej fluorescencja cechuje si¢ maksimum wzbudzenia przy
dhugosci fali 280 nm (tak jak tryptofanu) i maksimum emisji przy dtugosci fali 320 nm, niezbyt
odlegtej od 340 nm, dlugosci fali, przy ktorej prowadzono pomiary. Warto wspomnie¢, ze
fluorescencja (-)-epikatechiny jest podstawa metody oznaczania jej zawartosci [Ramirez-
Sanchez et al., Journal of Food Composition and Analysis 23 (2010) 790-793].

Znakomicie napisana 18-stronicowa Dyskusja krytycznie analizuje uzyskane wyniki na

tle danych z piSmiennictwa. Ta cze$¢ pracy wystawia dobre §wiadectwo dojrzatosci naukowe;j
Doktorantki.
Za najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy uwazam wykazanie, ze (i) zarowno podchloryn jak
i nadtlenoazotyn zmieniaty struktur¢ trzeciorzedowa fibrynogenu, prowadzac do tworzenia
agregatow HMW, nie wplywajac na obraz elektroforetyczny plazminogenu; (ii) powodowaly
tworzenie w obu kluczowych biatkach hemostazy grup karbonylowych, 3-nitrotyrozyny,
dityrozyny oraz utlenienie reszt tryptofanu; (iii) podchloryn niemalze catkowicie hamowat
proces polimeryzacji monomeréw fibryny, natomiast nadtlenoazotyn wykazywal stabsze
dzialanie; (iv) w konsekwencji powstawat widknik o patologicznych, prozakrzepowych
wiasciwosciach, zbudowany z cienkich, $cisle upakowanych wtokien. Co wiecej, w badaniach
potwierdzono, ze fibrynogen jest bardziej podatny na modyfikacje niz plazminogen.

Stosowane polifenole chronity zaréwno fibrynogen, jak i plazminogen przed wptywem
oksydantow. Silniejsze dziatanie ochronne (-)-epikatechiny obserwowano po indukcji stresu
oksydacyjnego podchlorynem, natomiast kwercetyny po indukcji stresu nadtlenoazotynem.
Nitroksydy zapobiegaly modyfikacjom indukowanym przez nadtlenoazotyn, nie chronigc
badanych biatek przed wptywem podchlorynu. Najsilniej sposréd badanych nitroksydow w
probach z fibrynogenem dziatat 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksyl (TEMPO), natomiast w
probach z plazminogenem najsilniejsze dziatanie ochronne wykazywat 4-acetamido-TEMPO.
Mam pytanie dlaczego Doktorantka sposrod wielu polifenoli wybrala do swoich badan
kwercytyne i (-)-epikateching? Dlaczego wyselekcjonowane nitroksydy z grupy TEMPO
mialyby by¢ bardziej skuteczne jako antyoksydanty w poréwnaniu z nitroksydami z grupy

PROXYL tj. 3-karbamoilo-PROXYL i 3-karbamoilodehydro-PROXYL?



Chciatabym skierowa¢ do Doktorantki kilka drobnych uwag o charakterze
redakcyjnym. Nie podano zrodla, z ktoérego pochodzi wartos¢ molowego wspotczynnika
absorbcji dla nadtlenoazotynu. W rozprawie wynosi € = 1679 Mt cm™t. W wielu zrédtach
podano warto$é - pH 12, £ = 1670 Mt cm™ [np. Csaba Szabo, Harry Ischiropoulos and Rafael
Radi; "Peroxynitrite: biochemistry, pathophysiology and development of therapeutics” Nature
Reviews Drug Discovery; 6, 662-680 (August 2007)]. Proponowatabym uzycie terminu
,drugorzedowe przeciwciaZa ...znakowane peroksydazq chrzanowq”, zamiast ,,drugorzedowe
przeciwciafa...skompleksowane z peroksydazg chrzanowq” (str. 39, 43, 50). Moze warto
wyjasni¢ stwierdzenie ze strony 125: ,Aktualnie uznaje sie, ze stosunek steZenia
antyoksydant:wolne rodniki wynosi 1:100”.

Ogolnie jednak edycja pracy jest dobra i zastuguje na uznanie.

Uwazam, ze rozprawa spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez art. 14 i
15 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 r. Z pelnym przekonaniem wnosz¢ wigc do Wysokiej Rady
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £6dzkiego o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie mgr Justyny Matczak do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Sadze tez, ze
pomimo wyszczeg6dlnionych powyzej krytycznych uwag rozprawa zashuguje na wyrdznienie.
Uwagi te maja charakter edytorski i sg tatwe do usunigcia albo wyjasnienia. Nie zmieniajg
faktu, iz od strony warto$ci naukowej i rzetelnosci danych eksperymentalnych praca jest bardzo

dobra.

kavee fadortha - [Fariosy

Rzeszow, dnia 24 grudnia 2017 dr hab. Izabela Sadowska-Bartosz, prof. nadzw. UR


http://www.enzim.hu/~lbarna/articles/17667957.pdf
http://www.enzim.hu/~lbarna/articles/17667957.pdf
http://www.enzim.hu/~lbarna/articles/17667957.pdf

