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1. Tomasz Misztal

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem podmiotu nadajacego stopien, roku

ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

Dyplom magistra biologii w specjalizacji biochemia uzyskany na kierunku Biologia 25
czerwca 2009 r. na podstawie obronionej pracy magisterskiej pt. ,,Identyfikacja proteaz
uczestniczacych w odpowiedzi Abortiporus biennis i Trametes versicolor na stres
oksydacyjny metoda natywnej -elektroforezy zelowej” w Zakladzie Biochemii
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Dyplom doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna uzyskany w dniu
26 czerwca 2014 r. decyzja Rady Wydzialu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku na podstawie przedlozonej
rozprawy doktorskiej pt.: “Wplyw reaktywnych form azotu na proces retrakcji skrzepu
i fibrynolize" oraz po ztozeniu wymaganych egzamindéw (Promotor: prof. dr hab. Marian

Tomasiak; Recenzenci: dr hab. Joanna Matowicka-Karna, prof. dr hab. Ewa Zekanowska)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

0d 01.10.2009 r. Zaktad Chemii Fizycznej Wydzialu Farmaceutycznego

z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w  Bialymstoku —  jako  asystent
naukowo-dydaktyczny. Od 01.10.2016 r. jako adiunkt
badawczo-dydaktyczny
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4. Omoéwienie osiagni¢¢ o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

4a) tytul osiggniecia naukowego:

»Reaktywne produkty stanu zapalnego — kwas chlorowy (1) i nadtlenoazotyn — jako modulatory

hemostazy. Badania nad mechanizmem oddzialywania i kontrolg efektu"’

4b) uzyskane osiagniecie naukowe wynikajgce z art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy:

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl powigzanych tematycznie 4 oryginalnych artykutow
naukowych [H.1-H.4], opublikowany w latach 2014-2022, o sumarycznym wspétczynniku
oddziatywania Impact Factor (IF) wynoszacym 22,605 i tacznej warto$ci punktacji Ministerstwa
Edukacji i Nauki (MEiN) wynoszacej 305 (450*).* punktacja MEIN zgodna z listq z 2021 r.

[H.1]

Misztal Tomasz, Rusak Tomasz, Tomasiak Marian. Clinically relevant HOCI concentrations
reduce clot retraction rate via the inhibition of energy production in platelet mitochondria. Free
Radical Research. 2014; 48(12): 1443-1453.

Impact Factor: 2,976 ; MEIN: 25 (70%*), cytowania wg Web of Science: 8

Moj wktad: opracowanie koncepcji badan, wykonanie czesci oznaczen (synteza nadtlenoazotynu,
preparatyka plytek krwi, pomiary kinetyki retrakcji skrzepu, pomiary kinetyki krzepnigcia we krwi
petnej, pomiary adhezji plytek krwi, ocena integralnosci blony plazmatycznej plytek, ocena
stopnia polimeryzacji aktyny w plytkach, pomiary sygnatu wapniowego w aktywowanych
plytkach ocena metabolizmu energetycznego — produkcji mleczanu i poboru tlenu przez plytki
krwi, pomiar ilosci ATP w plytkach, pomiar mitochondrialnego potencjatu blonowego),
opracowanie wynikow, dyskusja wynikow, przygotowanie i edycja manuskryptu, udziat

w odpowiedzi na recenzje.
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[H.2]
Misztal Tomasz, Rusak Tomasz, Branska-Januszewska Justyna, Ostrowska Halina, Tomasiak
Marian. Peroxynitrite may affect fibrinolysis via the reduction of platelet-related fibrinolysis
resistance and alteration of clot structure. Free Radical Biology and Medicine. 2015: 89; 533-547.
Impact Factor: 5,784; MEIN: 40 (140%), cytowania wg Web of Science: 13
Moj wkiad: opracowanie koncepcji badan, implementacja i optymalizacja technik badawczych
(ocena architektury skrzepu fibrynowego i fibrynowo-plytkowego w mikroskopie konfokalnym),
wykonanie czesci oznaczen (synteza nadtlenoazotynu, preparatyka ptytek krwi, oczyszczanie i
znakowanie fluoroforem laktadheryny wotowej, pomiary adhezji plytek, pomiary kinetyki
retrakcji skrzepu, ocena fibrynolizy w skrzepach ubogo- i bogatoptytkowych, pomiary kinetyki
krzepnigcia we krwi petnej, pomiary aktywnosci czynnikow fibrynolitycznych technikq zymografii
zelowej, cytometryczne oznaczanie zrzucania mikropecherzykow z plytek krwi oraz ekspresji
fosfatydyloseryny na aktywowanych plytkach, ocena architektury skrzepu metodg mikroskopii
konfokalnej), opracowanie wynikow, analiza statystyczna, dyskusja wynikow, przygotowanie

I edycja manuskryptu, udziat w odpowiedzi na recenzje

[H.3]

Misztal Tomasz, Gotaszewska Agata, Tomasiak-Lozowska Maria Magdalena, Iwanicka Marta,
Marcinczyk Natalia, Leszczynska Agnieszka, Chabielska Ewa, Rusak Tomasz. The
myeloperoxidase product, hypochlorous acid, reduces thrombus formation under flow and
attenuates clot retraction and fibrinolysis in human blood. Free Radical Biology and Medicine.
2019: 141; 426-437.

Impact Factor: 6,170; MEIN: 140, cytowania wg Web of Science: 13

Moj wktad: opracowanie koncepcji badan, implementacja i optymalizacja technik badawczych
(formowanie agregatow plytkowych na powierzchni trombogennej w warunkach przeptywu, tzw.
technika ,,flow chamber”), wykonanie czesci oznaczen (pomiary kinetyki krzepniecia i fibrynolizy
we krwi petnej, pomiary kinetyki retrakcji skrzepu, cytometryczne pomiary ekspresji P-selektyny i
fosfatydyloseryny na powierzchni plytek krwi, ocena formowania agregatow plytkowych na
powierzchni trombogennej w warunkach przeptywu, ocena wigzania plazminogenu do fibryny w

warunkach przeptywu, jednoczesne pomiary agregacji i sekrecji z ziarnistosci gestych plytek
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krwi, pomiary aktywnosci plazminy i czynnika XIII krzepniecia), opracowanie wynikow, analiza
statystyczna, dyskusja wynikow, przygotowanie i edycja manuskryptu, pefnienie roli autora

korespondencyjnego, odpowiedz na recenzje

[H.4]

Misztal Tomasz, Gotaszewska Agata, Marcinczyk Natalia, Tomasiak-Lozowska Maria,
Szymanowska Malgorzata, Chabielska Ewa, Rusak Tomasz. Natural polyphenols may normalize
hypochlorous acid-evoked hemostatic abnormalities in human blood. Antioxidants. 2022: 11(4)
13 pp; Article ID 779.

Impact Factor: 7,675; MEIN: 100, cytowania wg Web of Science: 0

Moj wktad: opracowanie koncepcji badan, wykonanie czesci oznaczen (czes¢ eksperymentow z
pomiarem agregacji plytek krwi, formowanie agregatow plytkowych na powierzchni
trombogennej w warunkach przeplywu, ocena architektury skrzepu metodg mikroskopii
konfokalnej, pomiar utleniania grup tiolowych w biatkach osocza eksponowanych na HOCI,
pomiary szybkosci fibrynolizy w osoczu), opracowanie wynikow, analiza statystyczna, dyskusja
wynikow, przygotowanie i edycja manuskryptu, pefnienie roli autora korespondencyjnego,

odpowiedz na recenzje.

* punktacja MEIN zgodna z listq z 2021 r.

Kopie publikacji i o$wiadczenia wszystkich wspotautorow wskazujace na ich

merytoryczny wktad w powstanie kazdej pracy znajdujg si¢ w Zalgczniku nr 5 dokumentacji.
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4c) Omowienie celu badawczego w/w prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

I. Wprowadzenie

Od poczatku mojej kariery zawodowej, moje zainteresowania naukowe dotyczyty
wplywu niskoczasteczkowych, wysoce reaktywnych produktow stanu zapalnego — takich jak

reaktywne formy tlenu, azotu czy chloru — na hemostaze.

Terminem ,,hemostaza” okresla si¢ szereg mechanizméw majacych na celu zapobiegaé
utracie krwi w razie urazu, jednoczesnie zapewniajac utrzymanie ciggtosci jej przepltywu
W naczyniach krwiono$nych. Jednym z najwazniejszych regulatorow hemostazy sa ptytki krwi —
niewielkie, bezjadrzaste, pobudliwe elementy morfotyczne krwi. W fizjologicznych warunkach
aktywacje ptytek krwi ograniczaja komorki $rédblonka naczyn krwiono$nych, ktore stale
produkuja substancje hamujace adhezje i agregacje ptytek. W wyniku uszkodzenia $rodbtonka
(uraz naczynia) odstonigciu ulegaja biatka warstwy podsrodblonkowej bedace stymulatorami
ptytek (np. kolagen czy czynnik von Willebranda), a lokalne stgzenie inhibitorow aktywacji
ptytek spada. Pod wptywem kontaktu z biatkami warstwy podsrodbtonkowej ptytki krwi ulegaja
aktywacji, co przejawia si¢ zmiang ich ksztaltu z dyskoidalnego na sferyczny z licznymi
wypustkami. Tak aktywowane ptytki przylegaja (adhezja) do miejsca uszkodzenia naczynia,
a nastepnie zlepiajg si¢ z soba (agregacja) prowadzac do powstania czopu ptytkowego, ktéry
wstepnie hamuje wyptyw krwi z uszkodzonego naczynia [1]. Dodatkowo, ptytki uwalniajg szereg
substancji, ktore biora udzial w aktywacji kolejnych ptytek naptywajacych z pradem krwi
(sekrecja) oraz amplifikujg reakcje enzymatyczne skutkujace koagulacja (krzepnieciem) krwi.
Zdolno$¢ ptytek krwi do nasilania procesu krzepnigcia nosi nazwe ,,0dpowiedzi
prokoagulacyjnej” i opiera si¢ na ekspozycji na powierzchni blony aktywowanych ptytek ujemnie
natadowanych fosfolipidow (gléwnie fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy), ktore
stanowig powierzchni¢ katalityczng, na ktorej zachodzi aktywacja osoczowych czynnikdéw
krzepnigcia. Fosfolipidy te wykazuja zdolno$¢ do immobilizacji komplekséw ztozonych z
czynnikéw krzepnigcia: VIlla-1Xa (tzw. kompleks tenazy) i Va-Xa (zwany kompleksem

protrombinazy). W efekcie dochodzi do generacji znacznej ilo$ci trombiny przeksztatcajacej
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rozpuszczony w osoczu fibrynogen we wlOknista sie¢ fibryny, ktéra stabilizuje powstaty
wczesnie] czop ptytkowy (noszacy od teraz nazwe¢ fibrynowo-ptytkowego [2,3]. Pomiary
kinetyczne wskazuja, ze proces krzepnigcia zachodzi co najmniej 100 tysigcy razy szybciej na
powierzchni aktywowanych ptytek krwi niz w fazie ptynnej osocza [4,5]. Szybka (odbywajaca
si¢ w ciggu sekund) aktywacja ptytek krwi umozliwia lokalizacje procesu krzepniecia tylko do
miejsca uszkodzenia naczynia, co przyczynia si¢ do zatrzymania krwawienia bez rozsiewania si¢
procesu krzepnigcia poza miejsce jego inicjacji. Powstajacy w $wietle naczynia zakrzep moze
jednak znaczgco utrudnia¢ przeptyw krwi prowadzac do niedotlenienia tkanek — hipoksji. Takiej
sytuacji zapobiegaja obecne w czopie fibrynowo-ptytkowym ptytki krwi, ktére poprzez
generowanie sity kurczliwej — nastepnie przekazywanej na wtokna fibryny oraz sgsiednie ptytki —
prowadza w rezultacie do retrakcji (obkurczenia) skrzepu. Obliczenia bazujgce na roéwnaniu
Poiseuille’a pozwalajg stwierdzi¢, ze zmniejszenie objgtosci czopu fibrynowo-ptytkowego
zaledwie o 8% przywraca przeptyw krwi w tak cze$ciowo udroznionym naczyniu az w 30% [6].
Retrakcja skrzepu ma kluczowe znaczenie w jego stabilizacji, zapobiegajac oderwaniu go przez
ptynaca krew, co mogloby skutkowa¢ tak krwawieniem, jak i embolizacja (zaczopowaniem)
naczynia [7]. Jednoczes$nie, efektywna retrakcja skrzepu minimalizuje ryzyko wystapienia
burzliwego przeptywu krwi i wysokich warto$ci naprezen $cinajgcych (ang. shear stress), ktore
moga prowadzi¢ do spontanicznej aktywacji kolejnych plytek naptywajacych wraz ze
strumieniem krwi (tzw. Shear-Induced Platelet Aggregation, SIPA) [8,9], zwigkszajac ryzyko
wystgpienia zawalu migénia sercowego, udaru niedokrwiennego moézgu czy zakrzepicy zyl

glebokich. Zaburzenia retrakcji skrzepu beda zatem stwarzaty ryzyko zatorowo-zakrzepowe.

Istnieje S$cista relacja pomiedzy procesem retrakcji skrzepu, a fibrynoliza
(enzymatycznym rozpuszczeniem skrzepu). Najnowsze badania wskazuja, ze wydajny przebieg
procesu retrakcji skutkuje nie tylko czgsciowym udroznieniem naczynia, ale takze spowalnia
szybkos$¢ lizy skrzepu ,,od zewnatrz” poprzez utrudnienie wigzania i wnikania osoczowych
czynnikéw fibrynolitycznych w struktur¢ zakrzepu. Jednocze$nie, wewnatrz obkurczonego
skrzepu dochodzi do szybszej inicjacji fibrynolizy ze wzgledu na silne zageszczenie (a zatem
wysokie lokalne st¢zenie) fibryny, katalizujacej aktywacj¢ inicjatorow fibrynolizy [10].
Zaburzona retrakcja (co moze mie¢ miejsce w wyniku pojawienia si¢ zwigzkéw hamujacych
metabolizm energetyczny, np. reaktywnych form azotu [11-12] bedzie zatem pociagaé za soba
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zmiany w przebiegu fibrynolizy. Ma to istotne znaczenie kliniczne, bowiem spowolniona
retrakcja skrzepu koreluje ze wzrostem ryzyka epizodéw zakrzepicy plucnej, w wyniku
oderwania niewydajnie obkurczonego (przez to bardziej podatnego na oderwanie od $ciany
naczynia) skrzepu i embolizacji tetnicy phlucnej [13,14]. Zwickszone ryzyko epizodow
zakrzepowo-zatorowych i zahamowang fibrynoliz¢ obserwuje si¢ w przebiegu choréb o0

zapalnym fenotypie, takich jak astma, cukrzyca czy reumatoidalne zapalenie stawow [15-17].

Badania kliniczne i laboratoryjne prowadzone w celu okreslenia zwigzku pomigdzy
hemostazg i stanem zapalnym dotychczas koncentrowaty si¢ przede wszystkim na mechanizmach
dhlugoterminowych, w ktére zaangazowane s3 cytokiny [18,19]. W kanonicznym ujeciu, stan
zapalny wigze si¢ z nasileniem procesu koagulacji, na drodze ekspresji czynnika tkankowego
(TF, tissue factor) przez aktywowane komorki stanu zapalnego i — zmienione w stanie zapalnym
— komorki $rodblonka naczyn krwionosnych i w rezultacie aktywacje $ciezki krzepnigcia
inicjowanej pojawieniem si¢ kompleksu TF-VIIa. Dochodzi takze do zahamowania fibrynolizy
poprzez zwigkszone wydzielanie inhibitoréw lizy, szczeg6lnie PAI-1 [20]. W stanie zapalnym
dochodzi tez do zmian w obrgbie srodbtonka naczyn, prowadzacych do hamowania
mechanizméw zapobiegajacych spontanicznej aktywacji ptytek krwi. Sg to jednak odpowiedzi
,pozne” wymagajace ekspresji roznych gendéw, produkcji i wydzielania cytokin i zmian w
fenotypie $rodbtonka naczyn krwionos$nych (endoteliopatii). Mechanizmy te zostaty
zidentyfikowane w réznych modelach do$§wiadczalnych i relatywnie dobrze poznane. Znacznie

mniej wiadomo o roli w patogenezie zaburzeh hemostazy w stanie zapalnym substancii

produkowanych w celu zabicia patogendéw, ktdre moga sie pojawié¢ w sasiedztwie aktywowanych

komoérek immunologicznych w wysokich stezeniach, bezposrednio po inicjacji stanu zapalnego, a

ich produkcja ulega¢ dynamicznym zmianom. Do tej grupy zwiazkow naleza reaktywne formy

tlenu, chloru i azotu.

Wsrod substancji produkowanych przez aktywowane komorki stanu zapalnego, ktore
wykazuja takie dzialanie szczegdlng role przypisuje si¢ reaktywnym formom chloru i azotu
(12,21,22). Reprezentantami tych grup zwigzkow sa: kwas chlorowy (I) (HOCI) i nadtlenoazotyn
(ONOO).
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Podczas stanu zapalnego aktywowane neutrofile wydzielaja do $rodowiska
zewnatrzkomorkowego (np. osocza krwi) enzym mieloperoksydaze (MPO, EC 1.11.2.2). Ta
hemoproteina katalizuje powstawanie duzych ilosci HOCI, w reakcji pomiedzy H20-, a jonami
chlorkowymi. Zrédtem H20> jest tzw. ,,wybuch oddechowy” — proces, w ktorym aktywowany
przez czynnik prozapalny neutrofil konsumuje znaczne ilosci tlenu 1 dochodzi do generacji
reaktywnych form tlenu, w tym H>0O> [23]. Produkcja HOCI przez aktywowane neutrofile moze
wynies¢ nawet kilkaset pM/h [24], za$ lokalne stezenie w niektorych tkankach moze wynies$¢
nawet kilka mM [25]. HOCI jest bardzo skuteczny w zabijaniu patogenow na drodze modyfikacji
specyficznych reszt aminokwasowych w biatkach bakterii [26], ale tez zaburzaniu metabolizmu
energetycznego [27]. Podwyzszone stezenie MPO w osoczu zostalo zidentyfikowane jako
czynnik ryzyka zakrzepowo-zatorowego w takich chorobach jak: miazdzyca [28], reumatoidalne
zapalenie stawow [29], zapalenie kigbuszkow nerkowych [30] czy cigzka niewydolnos¢ nerek
[31]. Brak jest jednak kompleksowych badan nad wptywem produktu MPO — HOCI, na
poszczegdlne etapy hemostazy — aktywacj¢ ptytek krwi, tworzenie skrzepu, jego retrakcje
i fibrynolize. Badania, w ktorych podjeto probe oceny wplywu HOCI na wybrane aspekty
hemostazy pozwolity ustali¢, ze HOCl moze utlenia¢ (a przez to inaktywowac) czynniki
krzepniecia takie jak fibrynogen, oraz czynniki V, VIII i X [32], a takze hamowa¢ agregacje
kroliczych ptytek krwi [33]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze badania czgsto byly prowadzone na
modelach o ograniczonej analogii do sytuacji in vivo (np. oczyszczonych preparatach
bialkowych) oraz uzywano bardzo wysokich stgzen HOCI (milimolarnych), mato
prawdopodobnych do pojawienia si¢ we krwi. W momencie podjecia przeze mnie badan, brak
byto jakichkolwiek informacji o mozliwym wptywie HOCI na retrakcje skrzepu. Co wigcej, takie
oddziatywanie wydaje si¢ by¢ prawdopodobne zwazywszy na fakt, ze retrakcja jest silnie

powigzana z produkcja energii w komoérkach, co moze by¢ zaburzane przez HOCI [22,27].

Drugi z badanych przeze mnie reaktywnych mediatorow stanu zapalnego to
nadtlenoazotyn (ONOO’). Wytwarzany jest on z tlenku azotu (NO-) oraz anionorodnika
ponadtlenkowego (O2) [21]. W wyniku pojawienia si¢ patogenu, zaktywowane komorki stanu
zapalnego produkujg duze ilosci reaktywnych form tlenu (w tym O2™), gtownie w wyniku
aktywacji oksydazy NADPH (EC 1.6.3.1), a takze wytwarzaja NO- w wyniku ekspresji
indukcyjnej formy tlenku azotu (iNOS) oraz nasilenia ekspres;ji srodblonkowej izoformy syntazy
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tlenku azotu (eNOS) (EC 1.14.13.39) [34]. Takze NO- produkowany konstytutywnie przez

komorki $rodbtonka naczyn krwiono$nych moze bra¢ udziat w powstawaniu ONOO". In vivo
reakcja pomiedzy NO i Oz zachodzi bardzo szybko (K ~ 6.7 x 10° M s) i jest limitowana
jedynie szybkoscig dyfuzji obu substratow [35]. Jezeli wiec, w jednym miejscu w organizmie
W tym samym czasie spotkaja si¢ te dwa zwiazki, powstanie nadtlenoazotyn. Wyliczone stale
szybkosci reakcji wskazuja, ze reakcja powstawania ONOO™ jest prawie 3 razy szybsza niz
reakcja kompetycyjna — katalizowane przez dysmutaze¢ ponadtlenkowa (SOD) przeksztalcanie
O2 - do nadtlenku wodoru [36]. Wykazano, ze podczas silnych infekcji bakteryjnych produkcja
ONOO" moze osigga¢ poziom 50-100 pM/minute [37], za$ aktywowane makrofagi
pecherzykowe (zasiedlajgce ptuca) moga produkowaé¢ 1 mM/minute ONOO™ [38]. ONOO-
skutecznie zabija patogeny poprzez swoje silne wlasciwosci oksydacyjne oraz nitrowanie biatek;
zwlaszcza nitrowanie reszty tyrozyny w biatkach moze zaburzy¢ szlaki przekazywania sygnatu w
komorkach [21]. Koncepcja, ze nadtlenoazotyn moze by¢ silnym inhibitorem odpowiedzi ptytek
krwi wynika z obserwacji, ze jest to zwigzek potencjalnie ingerujacy w szlaki przekazywania
sygnalow (co ma kluczowe znaczenie w bardzo szybkim procesie aktywacji ptytek) oraz, ze
pochodzi on od tlenku azotu — naturalnego czynnika hamujacego agregacj¢ ptytek krwi w
fizjologicznej hemostazie. Dotychczasowe badania nad wptywem ONOO™ na hemostaze
pozwolity stwierdzi¢, ze zwiazek ten (w relatywnie wysokich stezeniach, ~ 1 mM) moze
bezposrednio inaktywowac niektore biatkowe czynniki krzepnigcia i fibrynolizy [39,40] oraz, ze
jest on efektywnym inhibitorem agregacji i sekrecji wieprzowych plytek krwi [41], a takze, ze
hamuje retrakcje skrzepu [11,12]. Trzeba zaznaczy¢, ze badania te byly jednak wykonywane w
r6znych uktadach eksperymentalnych (krew pochodzaca od réznych organizméw modelowych,
oczyszczone biatka/osocze/krew petna) co utrudniato estymacje kompleksowego efektu ONOO"
na hemostazg. W zwigzku z powyzszym podjatem badania celem scharakteryzowania takiego
wptywu.

Bioragc pod uwage liczne obserwacje, ze stan zapalny silnie koreluje z ryzykiem

Zzatorowo-zakrzepowym oraz fragmentarycznos¢ dotychczasowej wiedzy o wplywie reaktywnych

zwiazkow produkowanych w stanie zapalnym na hemostaze podjalem badania nad

scharakteryzowaniem kompleksowego wplywu HOCI] i ONOO™ na hemostaze, ktérych owocem

jest cykl publikacji przedstawiony niniejszym do oceny. Identyfikacja efektow oddziatywania
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HOCI i ONOO™ na hemostaze oraz charakteryzacja natury tego wplywu sa niezbedne do

opracowania skutecznych strategii farmakologicznej kontroli hemostazy w stanach zapalnych.

I1. Cel i zakres badan

a) Cele

Celem podjetych badan bylto przetestowanie hipotezy zaktadajacej, ze silnie reaktywne
zwigzki powstajace podczas stanu zapalnego, w relatywnie wysokich stezeniach, moga
oddzialywa¢ na skladniki krwi zaburzajac hemostaz¢. Hipoteza ta opierata si¢ na wczesniej
uzyskanych przeze mnie wynikach, stanowigcych czgs¢ rozprawy doktorskiej oraz
opublikowanych jako dwie prace oryginalne [Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4A, pozycja la i 2a
oraz rozprawa doktorska]. Zatozenie obejmowato kompleksowe zbadanie wptywu dwoch
reaktywnych mediatorow stanu zapalnego — kwasu chlorowego (1) [HOCI] oraz nadtlenoazotynu
(ONOO’) — na aspekty hemostazy obejmujgce: aktywacje plytek krwi, tworzenie skrzepu
fibrynowo-ptytkowego, jego architekture, retrakcje i lize. Warto zaznaczyé, ze rozne aspekty

hemostazy moga wykazywaé rézna wrazliwos¢ wzgledem HOCI czy ONOOQO", a zidentyfikowanie

takiej gradaciji pozwoliloby na bardziej precyzyjne szacowanie ryzvka zakrzepowo-zatorowego

podczas standw zapalnych.

Obok zbadania wptywu HOCI i ONOO™ na hemostazg, podjatem takze probe
zidentyfikowania prawdopodobnego mechanizmu takich oddzialywan, zwracajac uwage zar6wno
na sktadniki osocza jak i ptytki krwi. Rozpoczalem takze badania nad identyfikacja zwiazkow

mogacych potencjalnie chroni¢ przed niekorzystnym wptywem HOCI na hemostazg.
b) Zakres badan obejmowal wykonanie:

- oceny wplywu reaktywnych produktow stanu zapalnego (HOCI i ONOO") na podstawowe
odpowiedzi ptytek krwi, takie jak: adhezja, sekrecja, agregacja, odpowiedz prokoagulacyjna
[H.1-H.3]

- pomiaréw kinetyki formowania skrzepéw fibrynowych i fibrynowo-ptytkowych w obecnosci

badanych stresorow [H.1-H.3]
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- oceny wptywu HOCI i ONOO" oraz ich kombinacji na kinetyke retrakcji skrzepu wykorzystujac
r6zne uktady doswiadczalne — krew pelna, osocze bogatoplytkowe i uktad rekonstytuowany

(zawierajacy wyizolowane plytki krwi i fibrynogen) [H.1-H.3]
- zbadania wptywu HOCI i ONOO™ na proces fibrynolizy [H.2-H.4]

- poszukiwan komorkowego mechanizmu hamowania retrakcji przez HOCI, obejmujacego:
ocen¢ polimeryzacji aktyny, generowanie sygnalu wapniowego w ptytkach krwi, metabolizm
energetyczny plytek krwi, aktywacje ptytkowych receptorow wigzacych fibrynogen [H.1].
Mechanizm hamowania retrakcji skrzepu przez ONOO™ zostat zbadany w ramach pracy

doktorskiej, zas wyniki opublikowane [Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4A, pozycja la i 2a].

- zbadania mechanizmu modulowania fibrynolizy przez HOCI i ONOO" z uwzgl¢dnieniem ich
wptywu na warunki powstawania fibryny (np. na generacje¢ trombiny), architekture skrzepow

fibrynowych i fibrynowo-ptytkowych i aktywnos¢ czynnikow fibrynolitycznych [H.2-H.4],

- oceny czy naturalne polifenole pochodzenia roslinnego moga chroni¢ przed szkodliwym

wpltywem HOCI na hemostaze [H.4]
c) Warsztat badawczy:

Metodologia zastosowana podczas badan obejmowata metody szeroko stosowane
W ocenie odpowiedzi ptytek krwi oraz poszczegélnych aspektow hemostazy (oraz metody

pomocnicze, stuzace okresleniu mechanizmu dziatania stresorow), takie jak:

Odpowiedzi ptytek krwi

[adhezja] — pomiary statycznej adhezji ptytek krwi do powierzchni trombogennej metoda
kolorymetryczng, ocena dynamicznej adhezji ptytek krwi do kolagenu w warunkach przeptywu

(technika flow chamber)

[agregacja] — pomiary agregacji ptytek krwi metodg optyczng, tworzenie agregatow
w warunkach przeptywu (technika flow chamber)

[sekrecja] — pomiary sekrecji w ziarnisto$ci gestych (metodg luminometryczng) i z ziarnistosci

alfa (metodg cytometryczng i western blot)
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[odpowiedz prokoagulacyjnal — ocena ekspresji fosfatydyloseryny na powierzchni ptytek krwi

oraz zrzucanie prokoagulacyjnych mikropgcherzykow (technikg cytometrii przepltywowe;j)

[retrakcja skrzepu] — pomiary kinetyki retrakcji skrzepu we krwi pelnej, osoczu
bogatoplytkowym i1 w uktadzie rekonstytuowanym zawierajacym plukane ptytki krwi (metoda

cyfrowej rejestracji zmian objetosci skrzepu w czasie)

Kinetyka procesu krzepniecia

Przebieg procesu krzepnigcia krwi pelnej byl monitorowany z uzyciem
tromboelastometru rotacyjnego, a w osoczu ubogopltytkowym — metoda turbidometryczna.

Generacja trombiny byta mierzona metoda wykorzystujaca substrat chromogenny.

Przebieqg procesu fibrynolizy

Fibrynoliz¢ oceniano we krwi peinej (z wykorzystaniem tromboelastometru rotacyjnego),
W osoczu bogatoptytkowym (poprzez fluorescencyjng detekcje produktow degradacji fibryny)
oraz osoczu ubogoptytkowym (metoda turbidometryczng). Aktywnos¢ plazminy mierzona byta
metoda wykorzystujaca substrat chromogenny oraz metoda zymografii zelowej. Wigzanie
znakowanego fluorescencyjnie plazminogenu do fibryny w warunkach przeplywu oceniano

z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego.

Analiza architektury skrzepu

Gestos¢ 1 grubos¢ wiokien fibryny w skrzepach fibrynowych i fibrynowo-ptytkowych

rejestrowano w mikroskopie konfokalnym i poddawano analizie w programie ImageJ.

Pozostale techniki badawcze obejmowaty: synteze¢ nadtlenoazotynu w reaktorze przeptywowym
w fazie cieklej, oczyszczanie i znakowanie fluorescencyjne laktadheryny wotowej (sonda
molekularna do detekcji/blokowania fosfatydyloseryny na powierzchni btony komorkowe;j),
ocen¢ metabolizmu energetycznego ptytek krwi (pomiar zawartosci ATP technika
luminometryczng, pomiar produkcji mleczanu metoda enzymatyczng z  detekcja
spektrofotometryczng, pomiar konsumpcji tlenu przez ptytki krwi metoda polarograficzng
[elektroda Clarka], ocena zmian mitochondrialnego potencjatu transblonowego w plytkach krwi

z uzyciem sondy fluorescencyjnej), fluorymetryczne oznaczanie zmian w cytozolowym stezeniu
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jonoéw wapnia w plytkach krwi, fluorymetryczne pomiary tworzenia dityrozyny w czasteczkach
fibrynogenu eksponowanych na HOCI, pomiary uszkodzenia plytek krwi poprzez uwalnianie
dehydrogenazy mleczanowej, ocena stopnia polimeryzacji aktyny w ptytkach technika
elektroforezy zelowej, oznaczanie grup —SH w biatkach osocza metoda spektrofotometryczna,

pomiar aktywnosci czynnika krzepnigcia XIII metoda spektrofotometryczna.

Majac na wzgledzie wieloaspektowos$¢ hemostazy, pociagajaca za soba koniecznosé

stosowania szerokiego spektrum metod badawczych, istotng ptaszczyzng prowadzonych przeze

mnie badan bvio udoskonalenie obecnych w Zakladzie Chemii Fizycznej UMB technik

badawczych oraz implementacja nowych. Pozwolitlo to na precyzyjna i powtarzalng oceng

zarbwno wczesnych etapow formowania czopu ptytkowego w warunkach zblizonych do
fizjologicznego przepltywu krwi (adhezja, agregacja), jak i odpowiedzi prokoagulacyjnej ptytek
krwi, Kkinetyki powstawania i retrakcji skrzepu fibrynowo-ptytkowego, jego architektury

i fibrynolizy.

Podczas prowadzenia badan, stanowigcych podstawe osiggnigcia naukowego
przedtozonego do oceny, wykorzystywalem zmodyfikowang wersj¢ metody pomiaru retrakcji
skrzepu wg Osdoit i Rosa [42]. Zastosowana modyfikacja polegata na dostosowaniu oryginalnej
metody (w ktorej uzywano ptukanych ptytek krwi, zawieszonych w sztucznym $rodowisku) do
srodowiska krwi petnej i osocza bogatoptytkowego. Zaletg zastosowanej metody byta mozliwosé¢
cyfrowej rejestracji zmian objetosci skrzepu fibrynowo-ptytkowego w czasie na kazdym etapie —
od jego uformowania, poprzez etap szybkiej retrakcji, az do momentu stabilizacji (maksymalne
obkurczenie skrzepu). Sledzenie kinetyki procesu pozwala na zauwazenie juz stosunkowo
niewielkich, lecz statystycznie istotnych, zmian w szybkosci retrakcji 1 bardziej wiarygodna
oceng czynnika potencjalnie hamujacego retrakcje niz w przypadku starszej metody — polegajacej
na pomiarze koncowej objetosci osocza ,,wyciSnigtego” przez ulegajacy retrakcji skrzep (pomiar

w 1 punkcie czasowym 1 brak danych dotyczacych kinetyki).

Metoda wprowadzona przeze mnie do warsztatu badawczego Zakladu Chemii

Fizyczne] po pobycie na Uniwersytecie w Maastricht w 2015 r.. bvyla technika okre$lana

terminem ,.komory przeptywowej” (flow chamber [43]). Idea metody jest wykorzystanie

precyzyjnej pompy infuzyjnej i komory przeptywowej, w ktorej eksperymentator ma mozliwos¢
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symulowania in vitro warunkow przeptywu krwi obserwowanych w roznych naczyniach
krwiono$nych (uzyskujac w komorze odpowiednie szybko$ci $cinania 1 naprezenia $cinajgce
stosowne dla danego naczynia). Aktywacja ptytek krwi i wytwarzanie czopu plytkowego
zachodzi w warunkach przeptywu w komorze poprzez kontakt krwi pelnej ze swobodnie
definiowalng powierzchnig trombogenng (np. pokryta kolagenem). Tego typu badania
W przeplywie, z powigzaniu z wysokorozdzielcza mikroskopig fluorescencyjna/konfokalna,
pozwalajag na ocen¢ wszystkich etapow formowania czopu ptytkowego (adhezja, sekrecja,
agregacja) w warunkach reologicznych bliskich fizjologicznym. Dodatkowo, metoda ta
umozliwia rejestrowanie wytwarzania fibryny na powierzchni aktywowanych ptytek krwi,

wigzanie czynnikow fibrynolitycznych, a takze stopniowg fibrynolize.

Przy badaniach nad wptywem reaktywnych produktéw stanu zapalnego na hemostaze
istotnym aspektem bylo sprawdzenie czy te zwiazki sa w stanie modyfikowa¢ architekture
skrzepow 1 przez to potencjalnie modulowac szybkos¢ fibrynolizy, gdyz grubos¢ widkien fibryny
i stopien ich usieciowania wyraznie wptywaja na szybkos¢ degradacji fibryny [44]. Istotne,
w niniejszym przedtozonych do oceny wynikach badan, bylo zatem opracowanie metodyki
wytwarzania skrzepow fibrynowych i fibrynowo-ptytkowych, w roéznych warunkach (np.
W obecnosci badz absencji ptytek o fenotypie prokoagulacyjnym) i opracowanie metody analizy
wynikéw. Rezultatem podjetych préb jest zaadaptowanie zminiaturyzowanej (wymagajacej
zaledwie 25 pl osocza) mikroptytkowej metody wytwarzania znakowanych fluorescencyjnie
probek skrzepoéw, ktore nastepnie po rejestracji w mikroskopie konfokalnym sg poddawane

analizie pod katem grubosci/gestosci wtokien fibryny.

III. Omoéwienie gléwnych wynikéw opisanych w publikacjach stanowiacych osiggniecie

naukowe

Pierwsza z prac tworzacych cykl przedstawiony do oceny (Clinically relevant HOCI
concentrations reduce clot retraction rate via the inhibition of energy production in platelet
mitochondria. Free Radical Research. 2014; 48(12): 1443-1453), dotyczyta zbadania wptywu
HOCI na retrakcje skrzepu oraz wskazania mozliwego mechanizmu takiego oddziatywania.
Wplyw HOCI na retrakcje jest bardzo prawdopodobny, gdyz zwigzek ten zaburza funkcje

mitochondriow w modelowych komorkach [27], za§ zmniejszenie wydajnosci energetycznej
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ptytek krwi silnie koreluje z zahamowaniem retrakcji [11,12]. Przez dtugi czas uwazano, ze do
zahamowania odpowiedzi plytek wymagane byly relatywnie wysokie stgzenia HOCI
(milimolarne) [32,33], podczas gdy nasze badania wykazaty, ze zwigzek ten moze wptywac na
hemostazg w stezeniach bliskim tym, ktore moga pojawiaé si¢ in vivo. Badania, ktorych wyniki
przedstawiono w opisywanej pracy, zostaly przeprowadzone na modelu wieprzowych plytek
krwi, ktére wykazuja liczne podobienstwa wzgledem ptytek ludzkich i sa powszechnie

akceptowane jako model do$wiadczalny w badaniach hemostazy [45,46].

Wykazano, ze HOCI, w sposob zalezny od stezenia, hamowat szybkos$¢ retrakcji skrzepu
we krwi petnej (stezenie progowe = 100 puM; ICso = 360 uM), w osoczu bogatoptytkowym
(stezenie progowe = 50 uM; 1Csg = 250 uM), jak i w uktadzie rekonstytuowanym zawierajagcym
ptukane ptytki krwi i fibrynogen (stezenie progowe = 25 nM; ICsop = 100 nM). Taka gradacja
efektu gdzie sita dzialania stresora maleje wraz ze wzrostem liczby obiektow/molekut na ktore
moze oddzialtywa¢ (krew pelna jest bogatszym w sktadniki srodowiskiem niz PRP, a to z kolei
jest bogatsze niz uktad zawierajacy ptytki ptukane) sugeruje, ze efekt HOCI jest niespecyficzny
i zalezy od warunkow, w ktorych moga manifestowaé si¢ jego utleniajace wlasciwosci.
Prawdopodobny mechanizm, poprzez ktory HOCI hamuje retrakcje to zahamowanie
metabolizmu energetycznego ptytek krwi; zaobserwowano bowiem, ze wraz ze wzrostem
stezenia HOCI obnizeniu ulegata catkowita zawartos¢ ATP w ptytkach krwi, zwigkszeniu ulegata
natomiast produkcja mleczanu. Ptytki krwi charakteryzuja si¢ specyficznym metabolizmem
energetycznym, gdzie pomimo wybitnie tlenowego $rodowiska w ktorym bytujg (krew),
gléwnym produktem glikolizy jest kwas mlekowy — z reguly powstajacy w komorkach w
warunkach deficytu tlenowego [47]. Jako, ze glikoliza i oddychanie komoérkowe
(mitochondrialna produkcja energii) sg ze soba funkcjonalnie powigzane efektem Pasteura (w
konsekwencji zahamowania oddychania komérkowego nastgpuje nasilenie glikolizy) [48], to
zwigkszona produkcja mleczanu sugeruje zaburzenie pracy mitochondriow przez HOCI, a przez
to zmniejszenie produkcji ATP. Podobny zakres st¢zen HOCI, jak ten wywolujacy powyzszy
efekt, ograniczal pobdr tlenu przez plytki krwi, co dodatkowo potwierdza dysfunkcje
mitochondriéw (sg one glownym miejscem konsumpcji tlenu w plytkach). Co wiecej, HOCI
zmniejszal mitochondrialny potencjat transbtonowy, warunek sine qua non do zachodzenia
fosforylacji oksydacyjnej i syntezy ATP w mitochondriach. Obserwacje te $wiadcza o
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ograniczonej przez HOCI produkcji ATP w ptytkach krwi czego rezultatem jest uposledzenie
retrakcji skrzepu. Co warte wspomnienia, dodanie do uprzepuszczalnionych (saponizowanych)
ptytek zewngtrznego Mg-ATP normalizowalo zahamowang przez HOCI retrakcj¢ skrzepu, co
podkresla role produkcji energii w mechanizmie oddziatywania HOCI na retrakcj¢. Jednoczesnie
wykazano, ze HOCI nie wptywa na inne mechanizmy regulujace retrakcje, jak: polimeryzacja
aktyny w cytoplazmie ptytek krwi (konieczna do wytworzenia aktywnego aparatu kurczliwego),
generowanie sygnatu wapniowego w plytkach krwi (jony wapnia sg niezbedne do aktywacji
aparatu kurczliwego) czy wigzanie fibrynogenu do ptytkowych receptorow GPIIb/Illa (co

posredniczy w przekazywaniu sity kurczliwej kolejnym ptytkom).

Za szczegolnie istotng obserwacje nalezy przyjac, ze HOCl moze dziata¢ synergistycznie
z ONOO" w hamowaniu retrakcji skrzepu; przy jednoczesnym podaniu obu stresor6w wymagane
sa znacznie nizsze ich st¢zenia do wywotania efektu zahamowania retrakcji niz w przypadku ich

osobnego dzialania.

Wyniki te wspierajg hipoteze, ze produkowane w stanie zapalnym wysoce reaktywne
zwigzki moga przyczynia¢ si¢ do uposledzenia procesu retrakcji w warunkach fizjologicznych
[12]. Zatem, w przebiegu chordb zwigzanych z przewlekltym lub ostrym stanem zapalnym, gdzie
aktywowane komorki stanu zapalnego produkujg znaczne ilosci reaktywnych form tlenu i azotu,
nalezy oczekiwaé zaburzen retrakcji skrzepu. Taka sytuacja moze zachodzi¢ np. w astmie, gdzie
permanentnie aktywowane komorki stanu zapalnego moga produkowac: nadtlenek wodoru,
tlenek azotu, nadtlenoazotyn czy kwas chlorowy (I) [49]. Wyniki uzyskane przez zespot
badawczy, ktoérego bytem cztonkiem, wykazaly, ze u takich pacjentdow obserwuje si¢ znacznie
wolniejszg retrakcje, zwigkszong produkcje mleczanu przez ptytki izolowane z krwi pacjentow
(Swiadczacg o mozliwym zahamowaniu mitochondrialnej produkcji energii) oraz zahamowang
fibrynolize (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycje 1 i 4). Spowolniona retrakcja oraz
ostabiona fibrynoliza u pacjentow z astmg moze przyczynia¢ si¢ do dluzszego okresu
utrzymywania si¢ wytworzonego skrzepu w $wietle naczynia krwionosnego oraz stanowi¢ jeden
z patomechanizméw przyczyniajacych si¢ do powstawania tromboembolizmu phucnego
(niedroznos$¢ naczyn krwiono$nych spowodowana skrzeplinami), ktérego podwyzszone ryzyko

(nawet 7-krotne) obserwuje si¢ w astmie [50]. Podsumowujac, uzyskane wyniki wyraznie

wskazuja, ze klinicznie istotne stezenia HOCI, mogace pojawiaé sic we krwi podczas standow
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zapalnych, moga w sposob istotny hamowaé retrakcje skrzepu co sugeruje role HOCl w

patogenezie epizodoéw zakrzepowo-zatorowych obserwowanych w przebiegu niektérych chordb

0 podlozu zapalnym. Prawdopodobny mechanizm wplywu HOCI na retrakcje skrzepu to

zaburzenie produkcji energii w mitochondriach plytek krwi. Jednoczesna obecno$¢ HOCI i

ONOOQO'" skutkuje silnym, synergistycznym hamowaniem retrakciji skrzepu co podkresla

podatno$¢ retrakcji na zaburzenia wywolane obecnos$cia reaktywnych produktow stanu

zapalnego.

Druga z prac cyklu przedstawionego do oceny (Peroxynitrite may affect fibrinolysis via
the reduction of platelet-related fibrinolysis resistance and alteration of clot structure” Free Rad.
Biol. Med. 2015; 89:533-547) dotyczyta zbadania wptywu klinicznie istotnych stgzen ONOO™ na
zdolno$¢ ptytek krwi do regulowania procesu fibrynolizy. Ptytki krwi sa osig mechanizmu
okreslanego jako ,,oporno$¢ na fibrynoliz¢ zalezna od ptytek krwi” (ang. platelet-related
fibrinolysis resistance), ktory zmniejsza szybkos¢ fibrynolizy, wydluzajac tym samym czas do
reperacji uszkodzenia naczynia. W warunkach stanu zapalnego, ktéremu towarzyszy produkcja
reaktywnych zwigzkéw mogacych hamowac ptytki krwi, mechanizm ten moze by¢ potencjalnie
modulowany, prowadzac do wzrostu ryzyka zakrzepowo-zatorowego. Wczesniejsze badania
zespotu Zaktadu Chemii Fizycznej UMB pozwolity stwierdzi¢, ze ONOO™ hamuje retrakcje
skrzepu we krwi ludzkiej i wieprzowej poprzez — podobnie jak czyni to HOCI — zahamowanie
mitochondrialnej produkcji energii w ptytkach krwi (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4A, pozycje 1la
i 2a). W niniejszej pracy podjeto probe zbadania relacji pomigdzy ostabiong przez ONOO-
reaktywnos$cig plytek krwi, a procesem fibrynolizy. Warto przywota¢, ze w przebiegu czesci
chorob gdzie stwierdza si¢ znacznie nasilong produkcje reaktywnych form azotu (np. w sepsie),
obserwuje si¢ nasilong fibrynolize [18,21]. Plytki krwi moga regulowaé proces fibrynolizy
poprzez: (1) zapewnianie retrakcji skrzepu (efektywna retrakcja utrudnia wigzanie i wnikanie
czynnikoéw fibrynolitycznych w strukture skrzepu [51]), (2) amplifikacje powstawania aktywnej
trombiny poprzez odpowiedz prokoagulacyjng ptytek krwi (ilos¢ aktywnej trombiny przektada
si¢ na wlasciwosci mechaniczne skrzepu i jego odporno$¢ na lize [52]), oraz (3) poprzez sekrecje

biatkowych inhibitorow fibrynolizy [53].
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Badania wykazaly, ze ONOO' silnie i w sposob zalezny od stezenia hamuje retrakcje
skrzepu (stezenie progowe w osoczu bogatoptytkowym = 10 uM; ICsp = 75 uM). Dalej,
zaobserwowano, ze zahamowanie retrakcji skrzepu przez ONOO™ koresponduje z nasileniem
fibrynolizy, przy podobnym zakresie stezen stresora, tj. 10-300 pM. Nalezy zaznaczy¢, ze
fibrynoliza byla nasilona tylko w obecnosci ptytek krwi, a obecnos¢ ONOO™ osoczu nawet w
znacznie wyzszych stezeniach (powyzej 1 mM), nie przy$pieszata fibrynolizy. Wyniki te

wspierajg hipoteze zakladajaca regulacyjna role retrakcji wzgledem lizy skrzepu.

Dalsze badania wskazywaly, ze zwigkszenie szybko$ci fibrynolizy moze by¢ takze
powiazane z ostabieniem odpowiedzi prokoagulacyjnej ptytek krwi, mierzonej w niniejszym
badaniu jako ekspresja fosfatydyloseryny na powierzchni btony aktywowanych (kolagenem)
ptytek, oraz zrzucanie prokoagulacyjnych mikropecherzykow (pecherzykow fosfolipidowych, z
bogata w fosfatydyloseryne zewne¢trzng monowarstwg btony). Obszary blony bogate w
fosfatydyloseryne stanowia powierzchni¢ katalityczna, na ktdrej dochodzi do szybkiej generacji
duzych ilosci trombiny. Wzrost stezenia trombiny przyczynia si¢ powstawania gestych, bardziej
usieciowanych skrzepow (sa one bardziej odporne na liz¢), podczas gdy w obecnosci nizszych
stezen trombiny powstaja grubsze widkna fibrynowe, ale stabiej usieciowane i tatwiej ulegajace
fibrynolizie [44]. Jako, ze wyniki badan wskazaty, ze ONOO™ zmniejsza — W sposob zalezny od
stezenia — ekspresje fosfatydyloseryny, oraz zwigzang z tym generacj¢ trombiny, kolejnym
krokiem byto sprawdzenie czy obecnos¢ ONOO™ bedzie wplywata na architekture powstajace;j
sieci fibryny. Wyniki wskazaty, ze ONOO™ zmniejsza stopien usieciowania i grubo$¢ wiokien
fibryny powstajacych w obecnos$ci aktywowanych plytek, w stopniu podobnym co laktadheryna
— silny bloker fosfatydyloseryny izolowany z mleka wotowego (przez autora badan).
Jednoczesnie, ONOO™ nie wplywal na architekturg skrzepow pozbawionych ptytek krwi.
Wskazuje to, ze ONOO™ moze promowac fibrynoliz¢ poprzez hamowanie ptytkowej odpowiedzi
prokoagulacyjnej, co przektada si¢ na zmniejszong generacj¢ trombiny i zmiany w architekturze

skrzepu, ktory latwiej ulega lizie.

Ponadto, zaobserwowano, ze wydzielanie (sekrecja) inhibitorow fibrynolizy przez
aktywowane ptytki wyraznie ostabia aktywno$¢ plazminy (enzym proteolityczny
przeprowadzajacy degradacj¢ fibryny) jak i tkankowego aktywatora plazminogenu (gtowny
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inicjator procesu fibrynolizy przeksztatcajacy plazminogen do plazminy). Efekt ten byt wyraznie
zredukowany w obecnosci ONOO™ co wskazuje na zahamowanie sekrecji plytkowych

inhibitoréw fibrynolizy przez t¢ reaktywng forme azotu.

Reasumujac, przeprowadzone pomiary wskazuja, ze ONOQO", produkowany w wysokich

stezeniach w stanie zapalnym, moze promowac fibrynolize poprzez redukcje ..opornosci na

fibrynolize zaleznej od plytek krwi”. Moze to stwarzaé¢ ryzyko przedwczesnego rozpuszczenia

skrzepu i krwawienia przy jednoczesnym odstonieciu wcigz trombogennej powierzchni

uszkodzonego naczynia. Interesujace, ze sila hamowania przez ONOO™ poszczegdlnych

odpowiedzi plytek krwi zaangazowanych w powyzszy mechanizm zalezala od stezenia stresora.

Sita efektu hamujacego ukladala sie wg nastepujacego porzadku: retrakcja skrzepu (najbardziej

wrazliwa, ICso = 75 uM) > sekrecja (ICs0 = 100 uM)> odpowiedz prokoagulacyjna (ICsg = 150

uM). Przeprowadzone badania pozwalaja tez stwierdzi¢, ze retrakcja skrzepu jest najczulszym na

dziatanie ONOQO™ elementem .,opornos$ci na fibrynolize zaleznej od plytek krwi” 1 w warunkach

stanu zapalnego jej zahamowanie bedzie realizowalo sie juz przy relatywnie niskich stezeniach

stresora.

Przyjmujac, ze dekompozycja ONOO™ przebiega zgodnie z kinetyka pseudopierwszego
rzedu ((ONOOTo/k1 (k1=0.64 s2),) uzycie pojedynczej dawki (bolus) ONOO™ o stezeniu 300 uM
odpowiada ekspozycji na ONOO" o stgzeniu stacjonarnym 1 pM przez okoto 8 minut, co jest
prawdopodobne in vivo [35,38]. Jako, ze wickszo$¢ efektow ONOO™ obserwowano w zakresie
stezen (dodawanych do prob badanych jako bolus) 25-300 uM, mozna zatozy¢, ze zawierajg si¢
one w przedziale, ktory jest klinicznie istotny. Podczas silnych infekcji bakteryjnych produkcja
ONOO" moze osigga¢ poziom 50-100 puM/minute [37], za$ aktywowane makrofagi
pecherzykowe (zasiedlajace ptuca) moga produkowac¢ 1 mM/minute ONOO™ [35,38].

W _ Swietle powyzszego., nalezy spodziewaé sie, ze nasilona produkcija ONOO-

W ostrych/przewlektych stanach zapalnych bedzie stwarzaé ryzyko zakrzepowo0-zatorowe

(zahamowana retrakcja zwieksza ryzyko tromboembolizmu), ale takze ryzyko przedwczesnej lizy

zakrzepu. Moglo by to dodatkowo oslabi¢ jego wlasciwo$ci mechaniczne i przyczynié sie do

zwiekszonego ryzyka zardwno oderwania zakrzepu i embolizacji naczynia jak 1 krwawienia

Z niezreperowanego, a przedwczes$nie odslonietego miejsca uszkodzenia naczynia. Wskazuje to
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na potrzebe S$cistego monitorowania parametréw stanu zapalnego u pacjentdow z ryzykiem

zakrzepowo-zatorowym lub/i ryzykiem nadmiernego krwawienia. Jednocze$nie, od strony

metodycznej, uzyskane wyniki wyraznie wskazuja jak czulym testem na zmieniona reaktywnos$é

plytek krwi w stanie zapalnym moze by¢é badanie kinetyki retrakcji skrzepu, mierzona metoda

zastosowana w omawianej pracy.

Jako, ze rézne odpowiedzi ptytek krwi wykazuja inng podatno$¢ na dzialanie ONOO',
kolejnym krokiem bylo sprawdzenie hipotezy, ze podobnie moze by¢ rowniez w przypadku
HOCI. W trzeciej z cyklu prac przedstawionych do oceny (The myeloperoxidase product,
hypochlorous acid, reduces thrombus formation under flow and attenuates clot retraction and
fibrinolysis in human blood. Free Radical Biology and Medicine. 2019: 141; 426-437) podjatem
sie¢ zbadania wptywu fizjologicznych (mikromolarnych) stezen HOCI na poszczegodlne etapy
hemostazy: tworzenie agregatow plytkowych w warunkach przeptywu, tworzenie skrzepow
fibrynowo-ptytkowych, retrakcje skrzepu i fibrynolize. Analizie zostala poddana takze
architektura skrzepéw. Celem towarzyszacym bylo okreslenie efektywnych stezen HOCI
modulujacych hemostaze we krwi ludzkiej (poprzednie badania nad wptywem HOCI na ptytki
krwi zostaly wykonane na krwi wieprzowej [H.1], lub kroliczej [33].

Badania wykazaty, ze relatywnie wysokie, aczkolwiek wcigz prawdopodobne in Vivo,
stezenia HOCI (500-1000 pM) znaczaco hamuja tworzenie agregatow plytkowych na
powierzchniach pokrytych kolagenem w warunkach przeptywu, symulujacego tetniczy przeptyw
krwi. HOCI, nawet w milimolarnych st¢zeniach, nie byl w stanie natomiast zahamowaé
tworzenia skrzepow fibrynowo-ptytkowych. Z kolei badania nad wptywem HOCI na kinetyke
retrakcji skrzepu 1 fibrynolizy wykazaly, ze sa to zdecydowanie bardziej wrazliwe na dziatanie
stresora aspekty hemostazy. Istotne statystycznie hamowanie retrakcji obserwowano juz przy
stezeniu HOC1 wynoszacym 50 uM, za$ fibrynolizy przy 125 uM. Co istotne, zahamowanie
fibrynolizy bylo porownywalne we krwi pelnej jak 1 osoczu pozbawionym ptytek krwi, co
sugeruje, ze efekt ten nie zalezal od wptywu HOCI na ptytki krwi. Warto zauwazy¢, ze — inaczej
niz miato to miejsce w przypadku ONOO", gdzie zahamowanie retrakcji korespondowato z
przyspieszong fibrynoliza — HOCI hamuje oba te procesy. Zatem, dalszym krokiem bylo

zidentyfikowanie mechanizmu, poprzez ktory HOCI zmniejsza szybkos¢ lizy skrzepu.
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Wykazano, ze HOCI — w zakresie stezen silnie hamujacych fibrynoliz¢ — nie zmniejsza
aktywno$ci plazminy (enzym degradujacy fibryng), jak réwniez nie zmniejsza wigzania
plazminogenu do fibryny w warunkach przeptywu (co jest pierwszym etapem aktywacji
plazminogenu do aktywnej formy, plazminy). Sugeruje to, ze za zmniejszong szybko$¢ lizy
skrzepu w obecnosci HOCl moze odpowiada¢ inny mechanizm, np. zmieniona architektura
skrzepu. Obserwacje w mikroskopie konfokalnym wykazaty, ze obecnos¢ HOCI — w stgzeniach
korespondujacych z tymi, ktore hamowaly lize skrzepu — powoduje formowanie sieci fibryny o
gesciej upakowanych witoknach, tj. struktury o wigkszej opornosci na lizg. Poniewaz wzrost
gestosci fibryny byt obserwowany tak w obecno$ci jak i przy braku ptytek krwi, nalezato
zweryfikowa¢ czy efekt obserwowany w obecnosci ptytek moze by¢ zwigzany z ewentualnym
nasileniem ptytkowej odpowiedzi prokoagulacyjnej i w konsekwencji z wigksza produkcja
aktywnej trombiny. Lokalne stezenie trombiny determinuje bowiem gesto$¢ i rozmiar widkien
fibryny w sposob bezposredni (katalizujac polimeryzacje fibrynogenu do fibryny) jak i przez
aktywacje czynnika XIII — czynnika sieciujacego fibryne [54]. Wyniki eksperymentow wykazaty,
ze HOCI nie powoduje wzrostu odpowiedzi prokoagulacyjnej ptytek krwi, ani wzmocnienia
generacji trombiny czy dodatkowej aktywacji czynnika XIII. Zrodta zmienionej struktury sieci
fibryny powstajacej w obecnosci HOCI nalezy zatem upatrywaé¢ w osoczu. Dodatkowe badania
wykazaly, ze HOCI zmienia wzorzec polimeryzacji fibrynogenu takze w uktadzie zawierajagcym
oczyszczony fibrynogen 1 egzogenng trombing w kierunku zwigkszonej gestosci widkien
powstajacej fibryny. Efekt ten nasilal si¢ w sposob zalezny od stezenia i korespondowat z
pojawieniem si¢ dityrozyny w obrebie czasteczek fibrynogenu — modyfikacji oksydacyjnej

uznawanej za marker obecno$ci HOCI [55]. Konkludujac, obserwowana silna redukcja szybkosci

fibrynolizy w obecnosci HOCI — tak w osoczu jak i we krwi pelnej — wynika z wplywu tej

reaktywnej formy chloru na fibrynogen. co przeklada sie na zmieniona architekture sieci fibryny,

w kierunku struktury bardziej odpornej na lize.

Chorobg z fenotypem zakrzepowym, w ktorej obserwuje si¢ podobny wzorzec zmian
hemostazy, tj. zmniejszong szybko$¢ retrakcji skrzepu i zahamowang fibrynolize wraz ze
zmieniong architekturg skrzepu, jest astma. Astma, przewlekla choroba o podtozu zapalnym,

wigze si¢ z blisko 7-krotnym wzrostem ryzyka zatorowos$ci ptucnej [50,56]. Co wigcej, w osoczu
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pobranym od pacjentow z astma stwierdza si¢ podwyzszony poziom mieloperoksydazy [57], za$

w biatkach osocza obecno$¢ 3-chlorotyrozyny — bedacej markerem obecno$ci HOCI [58].

Bioragc powyzsze pod uwagg, mozna zatem podejrzewal, ze zaobserwowane Ww
omawianej pracy efekty HOCI na hemostaze moga manifestowaé si¢ takze in vivo w przebiegu
choréb przebiegajacych ze stanem zapalnym gdzie prawdopodobne jest pojawienie si¢ wysokich

stezen HOCI, takich jak astma.

Warto podkresli¢, ze efekty wywierane przez ONOO™ i HOCI na powigzane ze soba
procesy retrakcji 1 fibrynolizy réznig si¢ od siebie. ONOO™ jest w staniec hamowac retrakcje
skrzepu 1 jednoczes$nie redukowac ,,zalezng od ptytek krwi opornos¢ na fibrynoliz¢” i tym samym
przyspiesza¢ proces lizy skrzepu (H.2). HOCI z kolei jest efektywnym inhibitorem zar6wno
retrakcji (poprzez wplyw na plytki krwi, H.1), jak i fibrynolizy (poprzez wptyw na fibrynogen,
H.3). Ponadto, co zademonstrowano w H.1, HOCI i ONOO" moga hamowa¢ synergistycznie

retrakcje, co potencjalnie moze prowadzi¢ do zwiekszonego ryzyka tromboembolizmu. Jednak

wplyw tych dwoéch reaktywnych produktow stanu zapalnego na fibrynolize jest przeciwstawny,

zatem niewykluczone jest wzajemne maskowanie tego efektu w warunkach jednoczesnej

produkcii obu stresorow. Tym samym, w $wietle wynikow przedstawionych w H.1-H.3 retrakcja

skrzepu jest etapem hemostazy najbardziej podatnym na zahamowanie przez wystepujace in vivo

w relatywnie wysokich stezeniach reaktywne produkty stanu zapalnego — ONOO" i HOCI.

Majac na uwadze, ze efekty wywierane przez HOCI na hemostaz¢ w warunkach in vitro
(H.1,H.3), tj. zahamowanie retrakcji i fibrynolizy (czemu towarzyszy zmieniona architektura
skrzepéw), sa zbiezne z zaburzeniami hemostazy obserwowanymi we Kkrwi pobranej od
pacjentow z astma [Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycje 1 i 4], nalezy stwierdzi¢, ze
poszukiwanie sposobow na redukcje toksycznego efektu wysokich stezen HOCI we krwi jest
uzasadnione i klinicznie potrzebne. W zwiazku z powyzszym, podjatem badania nad potencjatem
,,anty-HOCI” polifenolowych antyoksydantow pochodzenia roslinnego. W czwartej z cyklu prac
przedstawionych do oceny (Natural polyphenols may normalize hypochlorous acid-evoked
hemostatic abnormalities in human blood. Antioxidants. 2022: 11(4) 13 pp; Article ID 779)
poddano ocenie czy obecno$¢ polifenoli — resweratrolu (Resv), kwercetyny (Que) i gallusanu

epigallokatechiny (EGCG) — moze chroni¢ hemostaze przed zmianami wywotanymi przez HOCI.
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Celem przeprowadzonych pomiaréw bylo wskazanie stezen badanych zwiazkow, ktore znosityby
efekt wywotany przez obecnos¢ HOCI. Stezenia stresora (HOCI) dobrano tak, aby wywotywaly
one 50-procentowe zahamowanie badz wzmocnienie badanej odpowiedzi plytek czy danego
aspektu hemostazy. Jak wykazano, Que (5-25 uM) i EGCG (10-25 uM) znoszg, w sposob
zalezny od stezenia, wywotane przez HOCI zahamowanie agregacji ptytek krwi w osoczu
bogatoptytkowym (indukowane kolagenem), podczas gdy jednoczesna inkubacja plytek krwi z
Resv (10-25 uM) i HOCI, wzmacnia hamujacy efekt wywierany przez HOCI. Podobny obraz
przedstawiaty eksperymenty, w ktérych analizowano tworzenie agregatow ptytkowych w
warunkach przeptywu we krwi pelnej (warto$¢ szybkosci $cinania [shear rate] odpowiadaty
warunkom tetniczym, tj. 1000 s) — i w tym przypadku Resv nasilal, w sposob zalezny od
stezenia (50-100 pM), hamowanie tworzenia agregatow plytkowych na powierzchniach
pokrytych kolagenem. Jednocze$nie Que (10-50 uM) i EGCG (25-100 uM) chronity przed
hamujacym wptywem HOCI w tym modelu eksperymentalnym. Warto podkresli¢, ze wszystkie 3
badane polifenole (w zakresie stezen 5-25 uM) skutecznie chronity przed zaburzeniami
fibrynolizy i zmianami w architekturze skrzepow fibrynowych mierzonymi w o0soczu
pozbawionym ptytek krwi. Obserwacje te §wiadczg o tym, ze nasilenie efektu HOCI przez Resv
obserwowane we krwi pelnej i osoczu bogatoptytkowym odbywa si¢ poprzez wplyw tych
zwiagzkow na ptytki krwi. Potwierdzeniem hipotezy zakladajacej, ze protekcyjne dziatanie Que,
EGCG 1 Resv wobec HOCI w osoczu opiera si¢ na wihasciwosciach antyoksydacyjnych tych
polifenoli sg obserwacje, ze zwiagzki te efektywnie zapobiegaja utlenianiu grup —SH w biatkach
osocza wystawionego na dzialanie HOCI (marker utleniajacego dziatania HOCI) w stezeniach

podobnych do tych, ktére normalizowatly fibrynolize¢ i strukturg skrzepu. Gtownym wnioskiem

Z przeprowadzonych badan jest uzyteczno$¢ kwercetyny 1 qgallusanu epigallokatechiny

W normalizacji zaburzen hemostazy obserwowanych podczas standéw zapalnych, ktérym

towarzyszy produkcja wysokich stezen HOCI. Jednoczesnie, resweratrol wykazuje efektywne

dziatanie ,.anty-HOCI” w osoczu ubogoptytkowym, za§ w obecnosci ptytek krwi (krew pelna lub

osocze bogatoptytkowe) nasila on hamujacy wptyw HOCI wobec ptytek.

Potencjalnym wytlumaczeniem odmiennego dziatania Resv moze by¢ jego dziatanie na
specyficzne szlaki sygnalne w ptytkach krwi, co w potaczeniu z hamujacym wptywem HOCI
skutkowatoby wzmocniong redukcjg agregacji ptytek. Dostepne dane wskazuja, ze Resv jest w
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stanie aktywowaé $ciezki hamujace pobudliwosé plytek krwi (np. szlak tlenek azotu/cyklaza
guanylanowa/kinaza biatkowa G), jak rdwniez ogranicza¢ wzrost cytozolowego stg¢zenia jonow
wapnia w plytkach i hamowa¢ aktywnos$¢ specyficznych kinaz biatkowych zaangazowanych
w aktywacje plytki [59,60]. Odpowiednio, HOCl moze hamowa¢ mitochondrialng produkcje
energii 1 naplyw jonéw wapnia do cytozolu ptytek krwi [H.1]. Jest powszechnie akceptowane, ze
wzrost cytozolowego stezenia jondw wapnia jest warunkiem sine qua non do aktywacji
ptytkowych receptorow GPIIb/Illa, co umozliwia plytkom krwi wigzanie osoczowego
fibrynogenu i w rezultacie powstawanie agregatow plytkowych [61]. Dodatkowo, zmniejszenie
stezenia wapnia w cytozolu plytek powinno takze prowadzi¢ do zmniejszenia produkcji
tromboksanu A2 oraz sekrecji z ziarnisto$ci wydzielniczych ptytek krwi, jako ze oba te procesy
sa zalezne od jondéw wapnia [62,63]. Sekrecja wtornych aktywatorow ptytek krwi z ich
ziarnistosci gestych (glowna role odgrywa wydzielony ADP) oraz powstawanie tromboksanu A2
sa kluczowe do aktywacji kolejnych plytek naptywajacych z pradem krwi do miejsca inicjacji
tworzenia czopu hemostatycznego, w ktore zaangazowane sg ptytki zadherowane w miejscu
uszkodzenia naczynia i tworzace pierwotng monowarstwe, na ktorej rozbudowuje si¢ czop
ptytkowy [64,65]. Zahamowana w ten sposob agregacja moze ttumaczy¢ zmniejszenie wielkosci
agregatow plytkowych powstajacych w warunkach przeptywu na powierzchni pokrytej
kolagenem w obecno$ci Resv i HOCI wzgledem probek z samym HOCI. W przypadku Que i
EGCG natomiast, ich obecno$¢ znosita antyptytkowe dziatanie HOCI w podobnym zakresie
stezen do tych, ktore przeciwdziataly utlenianiu przez HOCI grup —SH w biatkach osocza.
Wskazuje to, ze antyoksydacyjne wlasciwosci Que i EGCG odpowiadaja w pierwszej kolejnosci

za obserwowany efekt ,,anty-HOCI”.

W kontek$cie rozwazan czy polifenole moga efektywnie ostania¢ hemostazg przed
zaburzajagcym wptywem HOCI, warto zada¢ pytanie czy sa one w stanie per se modulowac
hemostaze, ale takze czy zwiazki te moglyby wpltywa¢ na skutecznos¢ farmakoterapii

przeciwplytkowe;j.

Warto zaznaczy¢, ze stgzenia zbadanych polifenoli, wykazujace wlasciwosci
,»anty-HOCI” sa kilkukrotnie nizsze od tych, ktore s3 wskazywane jako zdolne hamowac per se
odpowiedzi plytek krwi, co rowniez zostato wykazane w opisywanej pracy [H.4]. Wskazuje to,

ze niskie mikromolarne stezenia polifenoli moga mie¢ przede wszystkim wiasciwosci ochronne
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wzgledem sktadnikow uktadu hemostazy w warunkach stanu zapalnego i zwigzanej z nim
nasilonej produkcji oksydantow, np. HOCI. Z kolei bezposrednie dziatanie przeciwptytkowe Que
i EGCG in vivo wydaje si¢ by¢ silnie limitowane potrzebg osiggnig¢cia relatywnie wysokich
stezen tych zwigzkow we krwi, co wydaje si¢ poza zasiggiem obecnie stosowanych strategii

suplementacji.

Wiele naturalnie wystepujacych zwiazkéw organicznych wykazuje hamowanie izoform
cytochromu P450 (CYP450), mikrosomalnego uktadu enzymatycznego, ktdry uczestniczy w
bioaktywacji licznych lekow, w tym szeroko stosowanych lekow przeciwptytkowych z grupy
antagonistow receptora purynergicznego P2Y12 (ligandem dla tego receptora jest ADP), tj.
klopidogrelu, prasugrelu i tiklopidyny, ktore aktywuje do postaci aktywnego leku izoforma 2C19
cytochromu P450 [66]. Wyznaczone wartosci ICso hamowania aktywnosci tej izoformy CYP450
dla Que, EGCG i Resv wynosza odpowiednio: 11-30 uM [67], 109 uM [68] i 11-22 uM [69].
Warto zaznaczyé, ze badania te wykorzystywaly izolowane frakcje mikrosomalne lub CYP450
(2C19) uzyskane droga ekspresji heterologicznej. Zasadne wydaje si¢ zatozenie, ze osiggniecie
podobnego stopnia hamowania CYP450 in vivo wymagatoby osiagnigcia co najmnigj
porownywalnych, jesli nie wyzszych stezen polifenoli. Zatem stezenia tych zwigzkow wyraznie

I’)

przekraczatyby te, ktore wykazuja efekt ,,anty-HOCI”. Ponownie, wydaje si¢ zatem, ze 6w efekt
ochronny przejawialby si¢ przed innymi, coraz mniej specyficznymi efektami wyzszych stezen

polifenoli.

Nalezy zadaé pytanie czy stezenia polifenoli wykazujace efekt ..anty-HOCI” sa osiagalne

in vivo? Badania biodostepnosci Que, EGCG i Resv przy suplementaciji doustnej wskazuija

jednoznacznie, ze stezenia tych zwiazkOw mierzone w osoczu zawieraja sie w zakresie stezen

nanomolowych [70-72]. Jednakze. nowe techniki suplementacji wykorzystujace nanoczasteczki,

liposomy czy techniki dyspersyjne pozwalaja na osiagniecie w osoczu niskich mikromolowych

stezen polifenoli [73,74]. Biorac pod uwage, ze prezentowane w opisywanej pracy wyniki zostaly

uzyskane przy specvficznych stezeniach HOCI, tj. takich, ktore wywolywaly ~50%

zahamowanie/stymulacje danego aspektu hemostazy, zasadne jest zalozenie, ze takze nizsze (W

tym przypadku niskie mikromolowe) stezenia polifenoli beda chronily przed odpowiednio

nizszymi — lecz wciaz istotnie wplywajacymi na hemostaze — poziomami HOCI. W tym

kontek$cie zastosowanie odpowiednich technik suplementacji mogloby pozwoli¢ na osiagniecie
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w 0soczu stezen polifenoli zapewniajacych ochrone hemostazy wobec naturalnie produkowanego

HOCI, jednoczes$nie nie wpltywajacych na hemostaze w sposOb bezposredni. Nalezy mie¢ jednak

na uwadze. ze nie wszystkie zwiazki z tej grupy beda neutralizowaé efekt HOCI, czego

przvkladem jest Resv. Taki obraz sytuacji podkresla role badan podstawowych i przesiewowych

w__ poszukiwaniu odpowiednich kandydatdbw na zwiazki osltaniajace hemostaze przed

reaktywnymi produktami stanu zapalnego.

Na podstawie uzyskanych wynikow sformulowalem nastepujace wnioski:

1. Nadtlenoazotyn (ONOO") per se hamuje w sposob zalezny od stgzenia szybko$¢ retrakcji
skrzepu we krwi ludzkiej oraz wykazuje dziatanie synergistyczne z innym reaktywnym
produktem stanu zapalnego — HOCI, co manifestuje si¢ jako nasilone hamowanie retrakcji.
Zatem, w przebiegu chorob zwigzanych z przewleklym lub ostrym stanem zapalnym, gdzie
aktywowane komorki stanu zapalnego produkujg znaczne ilosci reaktywnych form tlenu, chloru

I azotu, nalezy oczekiwa¢ zaburzen retrakcji.

2. ONOO" promuje fibrynolize we krwi ludzkiej poprzez zahamowanie ,,opornosci na fibrynolize¢
zaleznej od ptytek krwi”. Moze to stwarza¢ ryzyko przedwczesnego rozpuszczenia skrzepu
I krwawienia przy jednoczesnym odstonigciu wcigz trombogennej powierzchni uszkodzonego

naczynia.

3. Sita hamowania przez ONOO™ poszczegdlnych odpowiedzi ptytek krwi zalezy od stgzenia
stresora. Podatno$¢ poszczegdlnych odpowiedzi na dziatanie ONOO™ uktadata si¢ nastepujaco:
retrakcja skrzepu (najbardziej wrazliwa, ICso = 75 uM) > sekrecja (ICso= 100 uM) > odpowiedz
prokoagulacyjna (ICso = 150 uM). Retrakcja skrzepu jest zatem najczulszym na dziatanie ONOO"
elementem ,,opornosci na fibrynolize zaleznej od ptytek krwi” i w warunkach stanu zapalnego jej

zahamowanie bedzie realizowato si¢ juz przy relatywnie niskich stezeniach stresora.

4. Nalezy spodziewaé sig, ze nasilona produkcja ONOO™ w ostrych/przewlektych stanach
zapalnych moze stwarza¢ ryzyko zakrzepowo0-zatorowe (zahamowana retrakcja zwigksza ryzyko
tromboembolizmu), ale takze ryzyko przedwczesnej lizy zakrzepu. Moglo by to dodatkowo

ostabi¢ jego wlasciwosci mechaniczne 1 przyczyni¢ si¢ do zwigkszonego ryzyka zardwno

27



Dr Tomasz Misztal
Zatqcznik nr 3

oderwania zakrzepu i embolizacji naczynia jak i Kkrwawienia z niezreperowanego,

a przedwczesnie odstonietego miejsca uszkodzenia naczynia.

5. Klinicznie istotne (mikromolowe) stezenia HOCI, moga w sposob istotny hamowac retrakcje
skrzepu, co sugeruje role HOCl w patogenezie epizodéw zakrzepowych obserwowanych
W przebiegu niektorych chorob o podlozu zapalnym. Istotne statystycznie hamowanie retrakcji
we krwi ludzkiej obserwowano juz przy st¢zeniu HOCI wynoszagcym 50 uM. Ustalonym
mechanizmem wplywu HOCI na retrakcj¢ skrzepu jest hamowanie produkcji energii

w mitochondriach ptytek krwi.

6. HOCI hamowal, w sposob statystycznie istotny, fibrynolize we krwi ludzkiej poczawszy od
stezenia 125 uM. Obserwowana silna redukcja szybkosci fibrynolizy w obecnosci HOCI wynika
z wptywu tej reaktywnej formy chloru na fibrynogen, co przeklada si¢ na zmieniong architekture
fibryny, w kierunku gesciejszej struktury bardziej odpornej na lize. Efekt HOCI na fibrynolize nie

wynika z wplywu na ptytki krwi ani na osoczowe czynniki fibrynolityczne.

7. Wptyw ONOO"™ i HOCI na fibrynolize jest przeciwstawny, zatem spodziewane jest wzajemne

maskowanie tego efektu w warunkach jednoczesnej produkcji obu stresorow.

8. Naturalne polifenole pochodzenia roslinnego, takie jak: kwercetyna, gallusan
epigallokatechiny i resweratrol — w stgzeniach co najmniej dwukrotnie nizszych niz te, ktore
moga per se hamowac¢ agregacje ptytek krwi — skutecznie chronig przed szkodliwymi efektami
HOCI na hemostaze osoczowa — szczegdlnie na strukture skrzepu i1 szybkos$¢ fibrynolizy.
Co istotne, kwercetyna (10-50 uM) i gallusan epigallokatechiny (25-100 uM) chronig przed
efektem HOCI zarowno w obecnos$ci ptytek jak i przy ich absencji (normalizujgc powstawanie
agregatow plytkowych w warunkach przeptywu we krwi pelnej oraz strukture skrzepu i
fibrynolize w osoczu), za$ resweratrol (>10 uM) wykazuje efektywne dziatanie ,,anty-HOCI”
W osoczu ubogoptytkowym, za§ w obecnosci ptytek krwi (krew pelna lub osocze

bogatoptytkowe) nasila on hamujacy wptyw HOCI wobec ptytek.
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1V Podsumowanie

Opisany powyzej cykl prac przedstawiajacy zroznicowany wplyw badanych przeze
mnie reaktywnych zwigzkow na hemostaze poszerza nasza wiedz¢ o relacji pomigdzy stanem
zapalnym, a hemostazg o nowe, przedstawione powyzej aspekty, oraz wskazuje na mozliwos¢
wystagpienia w stanach zapalnych zagrozen zwigzanych z nieefektywng retrakcja i ostabiong
fibrynoliza, takich jak zwigkszone ryzyko zakrzepowo-zatorowe. Obserwacje te potwierdzity
badania przeprowadzone na krwi pobranej od pacjentoéw z astmg, chorobg, w ktoérej stan zapalny
i zwigzany z nim stres oksydacyjny (zatem i produkcja ONOO™ i HOCI) sa spodziewane
(Zatgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycje 1i 4).

Wartos$¢ poznawcza uzyskanych wynikéw obejmuje:

1. Odkrycie komérkowego mechanizmu hamowania retrakcji skrzepu przez HOCI, opierajacego

si¢ na hamowaniu metabolizmu energetycznego ptytek krwi [H.1]

2. Ustalenie, ze za zmieniong architekture skrzepu i spowolniong fibrynoliz¢ w obecnosci HOCI

odpowiada jego dziatanie na fibrynogen [H.3]

3. Uzyskanie wiedzy o zréznicowanej wrazliwosci poszczegolnych odpowiedzi ptytek i aspektow

hemostazy na dziatanie klinicznie istotnych stezen HOCl i ONOO™ [H.1-H.3]

4. Wskazanie, ze ONOO™ hamuje ,,zalezng od ptytek krwi opornos¢ na fibrynolizg” — promujac
tym samym fibrynoliz¢ — wraz ze wskazaniem komoérkowego mechanizmu tego oddziatywania
(obejmujacego wplyw ONOO™ na retrakcje skrzepu, sekrecje ptytkowa 1 odpowiedz
prokoagulacyjna ptytek krwi) [H.2]

5. Ustalenie, ze ONOO™ i HOCI moga wykazywa¢ dziatanie synergistyczne wzgledem jednych
aspektow hemostazy (wspdlne hamowanie retrakcji skrzepu) podczas gdy inne, (tj. architektura
skrzepu 1 fibrynoliza) moga by¢ modulowane przez omawiane reaktywne zwigzki w sposob

przeciwstawny [H.1-H.3]

6. Obserwacja, ze polifenole roslinne, ale nie wszystkie, moga chroni¢ przed szkodliwym

wptywem HOCI na hemostaze, co wskazuje na wazkos¢ odpowiednio zaprojektowanych badan
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podstawowych i przesiewowych podczas poszukiwania zwigzkow o aktywnosci ,,anty-HOCI”
[H.4].

Implikacje praktyczne i perspektywy:

1. Zidentyfikowanie (czgsci) komoérkowych i molekularnych podstaw odziatywania HOCI
iONOO™ na hemostazg co przybliza perspektywe opracowania skutecznych strategii
farmakologicznych redukujgcych niekorzystny efekt podwyzszonych (toksycznych) stezen tych

produktow stanu zapalnego.

2. Podkreslenie roli zahamowanej retrakcji skrzepu oraz zmienionej struktury skrzepu
i fibrynolizy jako czynnikow ryzyka zakrzepowo-zatorowego mogacych nasila¢ si¢ w stanach

zapalnych.

3. Wskazanie potencjalnie diagnostycznej wartosci pomiaru kinetyki retrakcji skrzepu, jako
prostej, czulej i taniej metody, pozwalajacej na ocen¢ zmienionej reaktywnosci ptytek Krwi

W stanie zapalnym, ktorych celem jest ocena ryzyka wystgpienia tromboembolizmu.

4. Wyniki zawarte w cyklu prac przedstawionych do oceny, stanowig podstaw¢ do podjgcia
badan nad normalizacja zaburzen hemostazy przez wybrane polifenole z udzialem pacjentow
Z astmg 1 innymi chorobami o podlozu zapalnym, a zwigzanymi ze zwigkszonym ryzykiem

wystepowania epizodow zakrzepowo-zatorowych.
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5. Informacja o wykazaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa realizowang w wiecej niz

jednej uczelni lub instytucji naukowej, w szczegélnosci zagranicznej.

5a. Osiagniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej dotyczyly wptywu nadtlenoazotynu
(ONOQO) na retrakcje skrzepu i fibrynoliz¢ oraz poszukiwanie mechanizmu takich oddziatywan.
Badania zostaly przeprowadzone na modelu krwi wieprzowej oraz ludzkiej, za§ wyniki
zaprezentowane na konferencji krajowej w formie posteru (Zaltgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 7A
pozycja 1), a nastepnie opublikowane jako Misztal T., Przestaw K., Rusak T. Tomasiak M.
Peroxynitrite - altered platelet mitochondria - a new link between inflammation and hemostasis.
Thrombosis Research. 2013; 131(1): el7-e25. (Zatgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4A, pozycja 1a).
Wykazano, ze ONOO", w sposob zalezny od stgzenia, zmniejsza szybkos¢ retrakcji skrzepu i
zwigksza koncowa objetos¢ obkurczonego skrzepu (ICso w krwi petnej = 200 pM, w osoczu
bogatoptytkowym [PRP] = 100 uM, w ukladzie rekonstytuowanym [ptytki ptukane + fibrynogen]
= 25 nM). Widoczna jest zalezno$¢ sity hamowania retrakcji od ilosci potencjalnych celow dla
stresora w $rodowisku reakcji. Stgzenia ONOO™ hamujace retrakcj¢ w PRP hamowaty rowniez
konsumpcje tlenu przez plytki krwi, nasilaty produkcje mleczanu ($wiadczaca o zachodzeniu
efektu Pasteura) i obnizaly catkowity poziom ATP w ptytkach. W zawiesinie ptytek ptukanych,
ONOO" indukowat spadek wartosci mitochondrialnego potencjatu transbtonowego, begdacego
warunkiem koniecznym do zachodzenia fosforylacji oksydacyjnej. Powyzsze obserwacje
$wiadcza o zahamowaniu produkcji energii w mitochondriach ptytkowych. Potwierdzenie tego
zatozenia przyniosty obserwacje, ze retrakcja skrzepu jest wysoce czuta na obecno$¢ inhibitoréw
oddychania mitochondrialnego, za§ zahamowanie glikolizy nie wptywato istotnie na szybkos¢
obkurczania skrzepu. Fibrynoliza w osoczu byta odporna na dziatanie ONOO", za$ liza skrzepow
fibrynowo-ptytkowych byta istotnie przyspieszana przez ONOO", jak i przez inhibitory aparatu
kurczliwego (np. cytochalazyne) i inhibitory produkcji energii. Pomiary tromboelastometryczne
wykazaty, ze ONOO™ zmniejsza warto$¢ parametrow opisujacych stabilnos¢ mechaniczng
skrzepu (maximal clot firmness, MCF i maximal clot elasticity, MCE). Konkludujac, klinicznie
istotne stgzenia ONOO™ moga hamowaé¢ szybkos$¢ retrakcji skrzepu, redukowaé jego

mechaniczng stabilno$¢ oraz przyspieszac¢ fibrynoliz¢ na drodze hamowania produkcji energii

przez mitochondria ptytek krwi. Wqg najlepszej wiedzy autora, jest to pierwsze doniesienie
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eksperymentalne o zwiazku pomiedzy statusem energetycznym plytek krwi, a kinetyka retrakcii

skrzepu i fibrynolizy. Obserwacja ta jest istotna gdyz wysoka wrazliwo$¢ mitochondriow

ptytkowych na — mogacy pojawia¢ si¢ w stanie zapalnym w relatywnie wysokich st¢zeniach —
ONOO" czyni zaburzenia retrakcji i fibrynolizy (a co za tym idzie i stabilno$ci skrzepu) bardzo
prawdopodobne w sytuacjach patologicznych. Tym samym mitochondria ptytkowe mogg by¢

rozwazane jako nowy tacznik pomigdzy stanem zapalnym i hemostaza.

Druga praca o wptywie ONOO™ na retrakcje skrzepu — wykorzystujac model krwi ludzkiej
— zostata opublikowana w 2014 roku jako Misztal T., Rusak T., Tomasiak M. Peroxynitrite may
affect clot retraction in human blood through the inhibition of platelet mitochondrial energy
production. Thrombosis Research. 2014; 133(3): 402-411. (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4A,
pozycja 2a).

Wyniki przeprowadzonych badan pozwalaja stwierdzi¢, ze klinicznie istotne stgzenia
ONOO mogg hamowac szybko$¢ retrakcji skrzepu 1 zwigksza¢ konicowa objetos¢ obkurczonego
skrzepu (ICso w krwi petnej = 120 uM, w osoczu bogatoptytkowym [PRP] = 75 uM, w uktadzie
rekonstytuowanym [plytki plukane + fibrynogen] = 25 nM). Hamowanie retrakcji przez ONOO"
bylo zwigzane z redukcja produkcji energii przez ptytkowe mitochondria (o czym $wiadczyty
pomiary konsumpcji tlenu, produkcji mleczanu, pomiaru catkowitego ATP i mitochondrialnego
potencjatu transblonowego), nie wykazano natomiast zahamowania polimeryzacji aktyny
(niezbednej do wytworzenia funkcjonalnego aparatu kurczliwego) i1 nitrowania tyrozyny
(modyfikacja reszt tyrozyny przez ONOO", mogaca przyczynia¢ si¢ do modulowania szlakéw
sygnalnych) w zakresie stezeh ONOO™ hamujacych retrakcje. Pomiary tromboelastometryczne
wskazaly na zmniejszong stabilno$¢ i elastyczno$¢ skrzepow wytwarzanych w obecnos$ci
ONOO'. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zmienione przez ONOO™ mitochondria plytek krwi
reprezentuja nowy tacznik pomiedzy stanem zapalnym, a hemostazg takze we krwi ludzkie;j.

Reasumujac, Kklinicznie istotne stezenia ONOOQO°, pojawiajace sie we krwi w_ ostrych

i chronicznych stanach zapalnych, moga prowadzi¢ do zaburzehn mitochondrialnej produkcii

energii w_plytkach krwi, co przeklada sie na nieefektywna prace ich aparatu kurczliwego

i zahamowana retrakcje skrzepu.
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Powyizsze prace byly inspiracja i podstawa do kolejnych, ujetych w osiagnie¢ciu

przedstawionym do oceny.

Przed uzyskaniem stopnia doktora peinilem role kierownika 4 projektow oraz role

wykonawcy 5 projektéw finansowanych przez Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku. Wykaz

projektow znajduje si¢ w Zalgczniku nr 4 natomiast dokumenty potwierdzajace petnienie roli

wykonawcy/kierownika znajduja si¢ w Zalgczniku nr 7 dokumentacji.

5b. Osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie pracy doktorskiej kontynuowalem badania nad wplywem reaktywnych
produktéw stanu zapalnego na hemostaz¢. Wynikiem tych dziatan jest cykl prac stanowigcych
osiggnigcie naukowe przedstawione niniejszym do oceny (cykl prac H.1 — H.4) oraz prace, w
ktorych opisano zahamowanie retrakcji skrzepu i fibrynolizy we krwi pobranej od pacjentow
chorych na astme, stanowigcych przyktad choroby z przewleklym stanem zapalnym. Inne moje
zainteresowania naukowe obejmowaty m.in. badanie roli akwaporyn w odpowiedziach ptytek
krwi, poszukiwanie czynnikow regulujacych aktywno$¢ prokoagulacyjng plytek krwi,
poszukiwanie mechanizmu modulowania hemostazy przez naturalne substancje pochodzenia
roslinnego 1 grzybowego, czy tez badanie roli metabolitow tryptofanu w rozwoju ryzyka

zakrzepowo-zatorowego.

Badania opublikowane wczesniej (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4A, pozycja la i 2a) oraz
doniesienia o podwyzszonej produkcji reaktywnych form azotu (np. ONOO") i chloru (np. HOCI)
w przebiegu astmy sktonity Zaktad Chemii Fizycznej do podjgcia wspélpracy z Klinika
Alergologii i Choréb Wewnetrznych UMB celem zbadania czy podobne — do obserwowanych
in vitro — efekty, np. spowolniona retrakcja czy zmieniona struktura skrzepu i fibrynoliza, beda
obserwowane roéwniez we krwi pobranej od pacjentdéw z permanentnym stanem zapalnym

I podwyzszonym ryzykiem zatorowos$ci plucnej, tj. astma.

Badania opublikowane jako Tomasiak-£ozowska MM., Rusak T., Misztal T.,
Bodzenta-£Lukaszyk A., Tomasiak M. Reduced clot retraction rate and altered platelet energy
production in patients with asthma. Journal of Asthma. 2016; 53(6): 589-598 (Zalgcznik nr 4,
poz. Il, pkt. 4B, pozycja 1), przeprowadzono na grupach: 41 pacjentéw nie leczonych

wziewnymi kortykosteroidami, 40 pacjentow przyjmujacych wziewne kortykosteroidy i 50
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zdrowych ochotnikow. Badania wykazaly, ze jedynie w grupie przyjmujacej kortykosteroidy
stwierdzono nieznacznie nasilone krzepnigcie (pomiary tromboelastometryczne). Obie grupy
pacjentéw charakteryzowaly si¢ istotnie (p<0,05) zmniejszong szybkoscig retrakcji skrzepu,
wickszg zawartoscig tlenku azotu (NO) w wydychanym powietrzu, obnizong spirometria,
zwigkszong liczbg eozynofili w osoczu 1 nasilong produkcja mleczanu przez plytki krwi.
Spowolniona retrakcja byta obserwowana takze w uktadzie zawierajacym wyizolowane plytki z
krw i zawieszone w sztucznym srodowisku zawierajacym fibrynogen. Dowodzi to, ze przyczyna
tak zmienionej retrakcji jest ostabiona kurczliwo$¢ ptytek krwi, a nie ewentualne zmiany w
sktadzie osocza czy liczby komorek. W calej badanej populacji (pacjenci i zdrowi ochotnicy)
szybkos¢ retrakcji skrzepu korelowala pozytywnie ze spirometrig (r=0,668; p<0,001), a
negatywnie z poziomem wydychanego NO (r=-0,543; p<0,001), liczbg eozynofili (r=-0,367;
p<0,002) i produkcja mleczanu przez ptytki (r=-0,791; p<0,001). Szybkos$¢ retrakcji nie
korelowata ze spirometrig, ani z liczba eozynofili w grupie pacjentéw przyjmujacych wziewne
kortykosteroidy, za§ we wszystkich grupach produkcja mleczanu korelowala negatywnie ze
spirometrig (r=-0,659; p<0,001) oraz pozytywnie z wydychanym NO (r=0,576; p<0,001).

Przedstawione wyniki sa zbiezne z hipoteza zakladajaca, ze u pacjentdw z astma, reaktywne

formy azotu powstajace w ptucach (jak NO i powstajacy z niegco ONOQO’) moga przyczyniaé sie

do zmniejszonej wydajnosci produkciji energii w mitochondriach plytek krwi (o czym $wiadczy

nasilona produkcja mleczanu poprzez efekt Pasteura) i w rezultacie do zredukowanej

kurczliwo$ci plytek i zahamowanej retrakciji skrzepu. Wystepowanie zaburzonej retrakcji moze

predysponowa¢ pacjentOw z astma do tromboembolizmu, np. zatorowosci plucnej. Obecnie

stosowane leki przeciwzakrzepowe 1 przeciwplytkowe wydaja sie nie mieé potencjatu

terapeutycznego w normalizacji zaburzen retrakcji wywolanej przez reaktywne produkty stanu

zapalnego.

Celem badan, ktory wyniki zostaty opublikowane jako Tomasiak-£ozowska MM., Misztal
T., Rusak T., Branska-Januszewska J., Bodzenta-£ukaszyk A., Tomasiak M. Asthma is associated
with reduced fibrinolytic activity, abnormal clot architecture, and decreased clot retraction rate.
Allergy. 2017; 72(2): 314-319 (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 4) bylo zbadanie czy u
pacjentow z astma mozna zaobserwowa¢ zmiany w strukturze skrzepu I szybkos$ci fibrynolizy

oraz jakie czynniki mogg leze¢ u podstawy takich zmian. Badania zostaly przeprowadzone Krwi
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pobranej od 34 zdrowych ochotnikow i 36 pacjentdéw z astma, nieprzyjmujacych wziewnych
kortykosteroidow. W poréwnaniu do zdrowych ochotnikow, u pacjentéw z astmg
zaobserwowano znaczgco (p<0,001) zredukowang: szybko$¢ retrakcji skrzepu, szybko$¢
fibrynolizy (pomiary tromboelastometryczne) i spirometri¢. Istotnie zwigkszone byly: poziom
NO w wydychanym powietrzu, liczbe eozynofili, osoczowe stezenie inhibitora fibrynolizy PAI-1
i czynnika sieciujgcego fibryne (czynnik XIII) oraz gestos¢ skrzepu. U pacjentdw z astma,
szybkos¢ fibrynolizy korelowata negatywnie z gestoscia skrzepu (r=-0,519; p<0,001), stezeniem
czynnika XIIl (r=-0,711; p<0,001), st¢zeniem PAI-1 (r=-0,472; p<0,001), poziomem
wydychanego NO (r=-0,59; p<0,001) i liczbg eozynofili (r=-0,419; p<0,01), zas§ pozytywna
korelacja byla obserwowana pomigdzy szybkos$cig fibrynolizy, a spirometrig (r=0,558; p<0,001).
Gestos¢ skrzepu byta pozytywnie skorelowana z poziomem czynnika XIII (r=0,398; p<0,05).
Szybkos¢ retrakcji skrzepu korelowala negatywnie z poziomem wydychanego NO (r=-0,554;
p<0,001) i poziomem czynnika XIHI (r=-0,658; p<0,001), pozytywnie za§ ze spirometrig

(r=0,505; p<0,001). Przedstawione w tej pracy wyniki sugeruja, ze przebieg astmy zwigzany jest

ze zmniejszona szybko$cia retrakcji skrzepu i zredukowanym potencjalem fibrynolitycznym, na

ktéry wplyw maja zardwno zmieniona architektura skrzepu (gesciejsza u pacjentOw z astma hiz u

zdrowych ochotnikow) jak i podwyzszone stezenie czynnikdw osoczowych — inhibitora

aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1) oraz czynnika sieciujacego fibryne (czynnik XIII).

Powyzsze zmiany byly zwiazane z podwyzszonym poziomem NO w wydychanym powietrzu

(marker stanu zapalnego w plucach) i zmniejszona spirometria ($wiadczaca o zmianach

strukturalnych w plucach). Podsumowujac, zmniejszony potencijal fibrynolityczny obserwowany

u pacjentOw z astma, wraz ze zmniejszona szybko$cia retrakcji skrzepu moze cze$ciowo

tlumaczy¢ zwiekszone ryzyko zatorowos$ci plucnej (zwiazanej z tromboembolizmem).

Interesujacych wynikéw dostarczyly badania we wspolpracy z Zakladem Histologii
i Embriologii UMB nad rolg akwaporyn (AQPs, kanatéw wodnych) w procesie aktywacji ptytek
krwi opublikowane jako Misztal T., Rusak T., Branska-Januszewska J., Ggsowska M., Szynaka
B., Golaszewska A., Bruczko M., Tomasiak M. Aquaporins in human platelets: intracellular
localization and possible role in granule and lysosome secretion. Acta Biochimica Polonica.
2018; 65(4): 555-566. (Zatgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 7). Akwaporyny odpowiadaja

za szybki transport czasteczek wody w odpowiedzi na pojawienie si¢ gradientu osmotycznego po
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obu stronach blony komoérkowej w konsekwencji transportu jonéw do, lub z komorki, za co
odpowiadaja kanaty i wymieniacze jonowe. Punktem wyjscia do podj¢cia badan byty obserwacje,
ze ptytki, w bardzo krotkim czasie po aktywacji, pobieraja znaczne ilosci wody (i
towarzyszacych soli) co wydaje si¢ odgrywac istotng role¢ w zmianach w obrebie btony
plazmatycznej (rozciaganie blony, zmiana rozktadu fosfolipidow w obrebie dwuwarstwy),
pecznieniu (zaréwno catej plytki krwi jak 1 ziarnisto$ci wydzielniczych) 1 wyksztalcaniu
filopodiow. Ponadto, potwierdzono obecno$¢ AQP1 i AQP7 w ludzkich ptytkach krwi, a
pozbawienie plytek tych AQPs skutkowato zredukowang agregacja (w odpowiedzi na adrenaling)
1 odpowiedzig prokoagulacyjng (w przypadku ptytek mysich). Wiedza o roli AQPs w biologii
ptytek krwi jest jednak niekompletna. Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze phytki krwi
moga wykazywac ekspresj¢ wielu izoform AQPs (immunodetekcja przy uzyciu poliklonalnych
przeciwciat dala lacznie 12 r6znych pozytywnych wynikéw), ktore byty zlokalizowane w blonie
plazmatycznej ptytek jak 1 w blonie ziarnistosci sekrecyjnych. Stosujac klasyczny,
niespecyficzny inhibitor AQPs (HAuUCI,) stwierdzono, ze zablokowanie AQPs znaczaco hamuje
pobor wody przez ptytki stymulowane kolagenem, monenzyng (jonofor sodowy, budujacy
gradient osmotyczny poprzez zwigkszenie poziomu sodu w cytozolu), badz umieszczone w
srodowisku hipotonicznym (200 mOsm/kg). Co wigcej, stezenia HAuCls tozsame z tymi, ktore
hamowaty pobor wody przez plytki, hamowaty catkowicie sekrecj¢ z wszystkich typow
ziarnisto$ci wydzielniczych (lizosomy oraz ziarnistosci ggste i1 alfa) obecnych w plytkach,
indukowang przez szeroki panel agonistow fizjologicznych i farmakologicznych. Jednoczesnie,
wykluczono, ze efekt dziatania inhibitora moze wynika¢ z indukowania toksycznych efektow
wzgledem ptytek, jak uszkodzenia btony komodrkowej czy utlenianie grup -SH w biatkach.
Podsumowujac, wyniki opublikowane w opisywanej pracy sugeruja obecno$¢ wiekszej ilosci
izoform AQPs w ptytkach krwi niz dotychczas sgdzono. Szybki naptyw wody przez AQPs
zlokalizowane w btonie plazmatycznej moga stanowi¢ zywotny mechanizm w adaptacji ptytek do
Zmieniajacych si¢ warunkow osmotycznych w osoczu. Z kolei AQPs znajdujace si¢ w blonie
ziarnisto$ci wydzielniczych mogg petnic role w pecznieniu ziarnistosci co utatwialoby ich fuzje z

btong plazmatyczng i uwolnienie zmagazynowanego ladunku. Uzyskane wyniki Sugeruja, ze

zablokowanie AQPs w plytkach krwi moze hamowaé sekrecje indukowana przez najsilniejszy

fizjologiczny induktor egzocytozy plytkowej — trombine. Warto wspomnie¢, ze zaden z obecnie
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stosowanych lekdéw przeciwplytkowych nie jest w stanie zahamowaé sekrecji indukowanej

trombina, ktoérej znaczne iloSci moga by¢ generowane w wyniku oderwania blaszki

miazdzycowej 1 odsltoniecia bogatego w czynnik tkankowy rdzenia zmiany miazdzycowej.

W $wietle licznych doniesieh o witalnej roli sekrecji plytkowej w procesie wytwarzaniu

zakrzepow, mozna zalozy¢, ze dalsze badania nad rola AQPs w biologii plytek krwi moga

skutkowaé opracowaniem nowych lekow przeciwplytkowych opartych o mechanizm

specyficznego hamowania sekrecji ptytkowe;j.

Kontynuacja powyzszych badan byly badania realizowane w ramach projektu
MINIATURA 1 (,Akwaporyny - nowy potencjalny punkt uchwytu dla lekow
przeciwplytkowych” (2017/01/X/NZ3/00338), w ktérym pelnilem role kierownika.

Celem projektu byta weryfikacja hipotezy zaktadajacej, ze zwigzki hamujgce napltyw

wody do komorek przez akwaporyny (AQPs, bialkowe kanaty wyspecjalizowane w szybkim
transporcie wody przez btony komorkowe) moga wykazywac dzialanie przeciwptytkowe.
Podstawg tak sformulowanej hipotezy byly obserwacje, ze aktywowane plytki krwi pobieraja
bardzo szybko znaczne ilosci wody z otoczenia (osocza) co przejawia si¢ zmianami
morfologicznymi obserwowanymi podczas adhezji (rozcigganie blony ptytki krwi, aby pokry¢
jak najwiekszg powierzchnig), sekrecji (pecznienie i fuzja ziarnistosci sekrecyjnych), agregacji
(wytwarzanie filopodidéw, utatwiajacych kontakt pomiedzy agregujacymi ptytkami) 1 odpowiedzi
prokoagulacyjnej (wytwarzanie balonopodobnych struktur z napgczniatej blony plazmatycznej
aktywowanych ptytek, z silng ekspresja prokoagulacyjnej fosfatydyloseryny). Dotychczas
zidentyfikowano w ptytkach krwi dwie izoformy AQPs — AQP1 oraz AQP7 oraz sugeruje si¢
mozliwo$¢ istnienia wielu innych (dotychczas u ssakow zidentyfikowano 13 izoform AQPS).
Hamowanie szybkiego naptywu wody (i towarzyszacych jonow) z osocza do cytoplazmy ptytki
krwi poprzez zablokowanie akwaporyn mogloby zatem potencjalnie ogranicza¢ kazdy etap
tworzenia zakrzepu zalezny od plytek krwi.

Warto zaznaczy¢, ze wszystkie stosowane obecnie leki przeciwptytkowe blokuja etap
agregacji ptytek krwi. W szczegélnych sytuacjach, jak oderwanie blaszki miazdzycowe;j,
pojawienie si¢ relatywnie duzej ilosci trombiny (silny aktywator plytek) w wyniku ekspresji

czynnika tkankowego na powierzchni odstonietego rdzenia miazdzycowego, moze wywotaé tak
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silng sekrecj¢ z ptytek krwi, ze pojawienie si¢ duzej ilosci wtornych aktywatorow ptytek
przewazy nad zdolnos$cig leku do zahamowania agregacji ptytek. Potencjalnie, zwigzki blokujace
akwaporyny (obecne w btonie ziarnisto$ci sekrecyjnych) moglyby hamowac pecznienie
ziarnisto$ci — zjawisko obserwowane w trakcie zachodzenia sekrecji — i redukowaé proces
wydzielania nawet w warunkach gdzie lokalne st¢zenie agonisty plytkowego jest wysokie,
a klasyczne leki przeciwptytkowe traca skutecznos¢.
Zatem, celem moich badan byto wytypowanie kandydatéw na przyszte leki, ktore bytyby
w stanie zahamowac sekrecj¢ ptytkowa nawet w przypadku bardzo silnej stymulacji ptytek krwi,
a tym samym wypelnic¢ istniejacg luke wsérdd lekow przeciwplytkowych.
W ramach badania przetestowano kilkanascie uznanych i domniemanych inhibitoréw
AQPs o roznej budowie czasteczkowej. Uzyskane wyniki pozwalajg postawi¢ wniosek, ze
sposrod przebadanych zwigzkéw najbardziej obiecujacymi kandydatami na inhibitory AQPsS w
ptytkach krwi sg zwigzKi (tak organiczne jak i nieorganiczne) zawierajace atom ztota (jedno- lub
trzywarto§ciowego): auranofin, aufen i kwas tetrachlorozlotowy. Zwiazki te najskuteczniej
hamowaty pecznienie ptytek krwi wywotane hipotonia, sekrecj¢ z rdéznych typow ziarnistosci
ptytkowych 1 odpowiedz prokoagulacyjng ptytek. Takze formowanie agregatow ptytkowych w
warunkach przeptywu bylo istotnie zredukowane. Co warte podkreslenia, badane zwigzki nie
zmniejszaty adhezji plytek do powierzchni pokrytych kolagenem (stanowigcych model
uszkodzenia naczynia krwiono$nego), ale ograniczaly — bezposrednio zalezne od sekrecji
ptytkowej — osadzanie si¢ kolejnych warstw aktywowanych plytek na poczatkowej
monowarstwie (zadherowanej do kolagenu) oraz w znacznym stopniu redukowaly powstawanie
powierzchni prokoagulacyjnej na tychze ptytkach. Warto podkresli¢, ze st¢zenia zwigzkow
zblizone do tych, ktére hamowaly sekrecje i odpowiedz prokoagulacyjna, wptywaly na kinetyke
formowania skrzepoéw fibrynowo-ptytkowych, zmniejszajac dynamike ich narastania. W_tym

kontek$cie nalezy ocenié, ze blokery akwaporyn w plytkach krwi moga wykazywaé wlasciwosci

zarOwno przeciwptytkowe, jak i antyprokoaqulacyjne.

Perspektywicznie, wytypowanie efektywnych inhibitorow AQPsS pozwoliloby na
kontrolowanie sekrecji ptytkowej, co mogloby przetozy¢ si¢ nie tylko na zredukowanie ryzyka
zatorowosci powigzanej z nadmierng aktywacja plytek krwi, ale tez pozwoli¢ na modulowanie
innych niz hemostaza procesow fizjologicznych i patologicznych, w ktorych zaangazowane sa
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ptytki krwi, a bardziej precyzyjnie — zwiazki biologicznie aktywne uwalniane przez
zaktywowane plytki. Oprocz doniostej roli w hemostazie ptytki krwi biorg udzial w takich
procesach jak: regeneracja tkanek (w tym gojenie ran), odpowiedz immunologiczna (poprzez
pobudzanie leukocytow) czy przerzutowanie nowotworowe i angiogeneza. Procesy te moga
przebiega¢ dzigki bezposrednim interakcjom plytka krwi-inna komorka (w czym posrednicza
czynniki wyniesione podczas sekrecji z blon ziarnisto$ci na btong¢ plazmatyczng ptytki) lub
poprzez parakrynng regulacje aktywnosci komorek uczestniczacych w w/w procesach przez
czynniki uwolnione podczas sekrecji ptytkowej do osocza. Dysponujac narzedziem do
hamowania sekrecji plytkowej mozliwe staloby si¢ zatem modulowanie szeregu procesow
fizjologicznych, co jest niezwykle istotne z poznawczego (lepsze poznanie roli sekrecji ptytkowej
w tym procesach) jak i klinicznego punktu widzenia (w perspektywie wykorzystania hamowania
sekrecji ptytkowej w strategiach terapeutycznych).

Podsumowujac, realizacja projektu pozwolila postawi¢ pozytywna odpowiedz na pytanie
czy inhibitory AQP moga potencjalniec by¢ nowym punktem uchwytu dla lekow
przeciwptytkowych oraz (2) wyselekcjonowa¢ efektywne in vitro blokery ptytkowych AQP,
przydatne do dalszych badan na modelu zwierzecym. Dodatkowo, przeprowadzone badania
dostarczytly informacji na temat wplywu na hemostaze zwigzkéw ztota obecnie znajdujacych sie
na etapie badan klinicznych pod katem terapii przeciwnowotworowej (auranofin

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03456700).

Wyniki badan przeprowadzone we wspolpracy z Zakladem Biofarmacji
i Radiofarmacji UMB zostaly opublikowane jako Misztal T., Golaszewska A.,
Branska-Januszewska J., Marcinczyk N., Chabielska E., Tomasiak M., Rusak T. HAuCla, putative
general aquaporins blocker, reduces platelet spreading, filopodia formation, procoagulant
response, and thrombus formation under flow. Frontiers in Physiology. 2020; 11: 16 pp., Article
ID 1025. (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 12) oraz prezentowane na miedzynarodowej
konferencji w formie wystgpienia ustnego nagrodzonego jako najlepsza prezentacja ustna

w swoim panelu (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 7B, pozycja 16).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zablokowanie AQPs w ludzkich ptytkach krwi silnie
hamuje zmiany morfologiczne ptytek takie jak wyksztalcanie wypustek btony (jak lamellipodia

i filopodia) oraz ,,balonopodobnych” struktur okreslanych jako najbardziej prokoagulacyjne
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(bogate w fosfatydyloseryng, PS) formy morfologiczne ptytek krwi. Co wigcej, plytki krwi
eksponowane na inhibitor AQPs wyksztatcaty znacznie stabsza odpowiedz prokoagulacyjng
(mierzong cytometrycznie jako poziom ekspresji PS na powierzchni btony i zrzucanie
prokoagulacyjnych mikropgcherzykéw oraz jako generacja trombiny zalezna od plytek krwi) w
odpowiedzi na aktywacje kolagenem niz plytki bez zahamowanych AQPs. Redukcja
prokoagulacyjnych witasciwosci plytek miata odzwierciedlenie w wynikach pomiarow kinetyki
krzepnigcia metodg tromboelastometryczng. Zablokowanie AQPs skutkowato silng redukcja
tworzenia agregatow ptytkowych na powierzchni pokrytej kolagenem w warunkach przeptywu
(powstawala jedynie monowarstwa plytek zadherowanych do kolagenu) — nie obserwowano
natomiast hamowania samej adhezji ptytek do powierzchni trombogennej. Formowanie
agregatow bylo przywracane poprzez dodanie egzogennego ADP, co sugeruje, ze przyczyng
braku formowania agregatow plytkowych w warunkach przeptywu, w obecnosci blokera AQPs
moze by¢ zahamowana sekrecja (niezbedna do aktywacji kolejnych naptywajacych ptytek i w
rezultacie do osadzania kolejnych warstw plytek na pierwotnej monowarstwie). Pomiary
ekspresji markerow sekrecji plytkowej (CD63 1 P-selektyny) potwierdzily to przypuszczenie.
Badania przyzyciowe z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej i mysiego modelu zakrzepicy
indukowanej FeCls wykazaty, ze podanie inhibitora AQPs (w dawce 1-10 mg/kg) przektada si¢
na redukcje rozmiaru zakrzepdw oraz zmniejszenie liczby ptytek eksponujacych PS w obrgbie

takich zakrzepow. Konkluzja ptynaca z opisywanej pracy jest ustalenie, ze AQPs sa w ludzkich

plytkach krwi zaangazowane w zmiany morfologiczne wywolane agonista, jak réwniez w

formowanie agregatow w warunkach przeplywu (poprzez ich role w sekrecii plytkowej) i

wyksztalcanie odpowiedzi prokoaqulacyjnej. Przeciwzakrzepowy efekt obserwowany in vivo, w

mysim modelu zakrzepicy, sugeruje, ze nietoksyczne inhibitory AQPs moga by¢ potencjalnymi

kandydatami na nowa klase lekoéw przeciwplytkowych.

Inne badania, w ktére bylem zaangazowany, dotyczyly roli metabolitéw tryptofanu:
kwasu chinolinowego (QA) oraz siarczanu indoksylu (IS) — ktorych podwyzszone stezenia
korelujg z ryzykiem zakrzepowo-zatorowym w chorobach nerek — na hemostazg¢. U pacjentéw z
chroniczng chorobg nerek dochodzi do akumulacji toksyn mocznicowych, ktére — jak sie
przypuszcza — stanowiag jeden z czynnikow przekladajacych si¢ na blisko 20-krotny wzrost
ryzyka zakrzepowo-zatorowego u takich pacjentow. Doktadny wptyw IS oraz QA na hemostaze
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wcigz jednak jest niedostatecznie poznany. Badania, prowadzone we wspélpracy z Zakladem
Farmakodynamiki UMB, ktorych rezultaty zostaly opublikowane jako Karbowska M.,
Kaminski T., Marcinczyk N., Misztal T., Rusak T., Smyk £., Pawlak D. The uremic toxin indoxyl
sulfate accelerates thrombotic response after vascular injury in animal models. Toxins. 2017;
9(7): Article ID 229, 15 pp. (Zatgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 2) oraz jako Karbowska
M., Kaminski T.W., Znorko B., Domaniewski T., Misztal T., Rusak T., Pryczynicz A.,
Guzinska-Ustymowicz K., Pawlak K., Pawlak D. Indoxyl sulfate promotes arterial thrombosis in
rat model via increased levels of complex TF/VII, PAI-1, platelet activation as well as decreased
contents of SIRT1 and SIRT3. Frontiers in Physiology. 2018; 9: article 1623, 12 pp (Zalgcznik
nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 6) wskazuja, ze IS, przy podaniu ostrym (w dawkach 10-100
mg/kg/24h) zwieksza (p<0,001) zaleznie od dawki mase¢ zakrzepu indukowanego pradem
elektrycznym u szczurow Wistar. Co wiecej, IS (dawki 30 i 100 mg/kg/24h) nasilal formowanie
zakrzepoOw u myszy w doswiadczalnym modelu zakrzepicy indukowanej laserem (p<0,01).
Jedynie najwyzsza dawka (100 mg/kg) nasilalta formowanie skrzepu w pomiarach
tromboelastometrycznych, co wyrazato si¢ jako skrocenie czasu krzepnigcia i wzrost parametru
MCF, opisujacego mechaniczng stabilnos$¢ skrzepu. IS nie wptywat na morfologi¢ krwi ani na
opornos¢ osmotyczng erytrocytow, natomiast nasilat agregacje ptytek indukowang kolagenem.
Co wigcej, przy chronicznej ekspozycji na IS (szczury Wistar przez 28 dni pily wode zawierajaca
IS w dawkach 100 i 200 mg/kg/24h), obserwowano w osoczu zwigkszong ilo§¢ kompleksow
czynnik tkankowy/czynnik VII krzepnigcia, jak rowniez wzrost stezenia inhibitora aktywatora
plazminogenu typu 1 (PAI-1), co wskazuje nie tylko na nasilone tendencje zakrzepowe, ale i na

spowolniong fibrynolize. Reasumujac, ekspozycja szczuréw na IS skutkuje nasileniem pierwotnej

hemostazy (zwiazanej z aktywacja plytek krwi i tworzeniem agregatow) jak i hemostazy wtdrnej,

manifestujacej sie nasileniem tworzenia fibryny 1 spowolnieniem fibrynolizy. Wyniki te

wskazuja, ze IS jest zaangazowany w wyksztalcanie stanu prozakrzepowego i manifestujacego

sie jako nasilone tworzenie zakrzepéw i ich zwiekszona mechaniczna stabilnosé. Moze to

cze$ciowo tlumaczyé nasilone ryzyko zakrzepowo-zatorowe obserwowane u pacjentow z

chroniczna choroba nerek.

Interesujace, ze druga z najpowszechniej wystepujacych toksyn mocznicowych — kwas
chinolinowy (QA) nie wykazywata takiego potencjatu prozakrzepowego co IS. Badania, ktérych
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wyniki opublikowano jako Leszczynska A., Misztal T., Marcinczyk N., Kaminski T., Kramkowski
K., Chabielska E., Pawlak D. Effect of quinolinic acid - A uremic toxin from tryptophan
metabolism - On hemostatic profile in rat and mouse thrombosis models. Advances in Medical
Sciences. 2019; 64(2): 370-380. Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 9) oraz jako
Leszczynska A., Kaminski T., Misztal T., Pawlak D. Quinolinic acid does not influence
coagulation profile, nor fibrinolytic activity, under physiological conditions in rats. Acta
Poloniae Pharmaceutica - Drug Research. 2019 : 76, 5, s. 863-871. (Zalgcznik nr 4, poz. I,
pkt. 4B, pozycja 10) zostaly podjete aby zweryfikowaé hipotez¢ zaktadajacg, ze QA moze
partycypowa¢ w wyksztalcaniu prozakrzepowego fenotypu, obserwowanego u pacjentow z
chorobami nerek. Wykazano, ze in vitro QA (w zakresie stezen 0,1 — 2 mM) nie wptywatl na
parametry  opisujace  kinetyke formowania skrzepu we krwi pelnej (oceniang
tromboelastometrycznie) oraz na agregacje ptytek krwi indukowang kolagenem. Obserwowano
natomiast umiarkowane hamowanie agregacji indukowanej ADP. Badania ex vivo
przeprowadzone na krwi pobranej od szczurow Wistar przyjmujacych QA (w dawkach 3, 10 i 30
mg/kg/24h) w wodzie pitnej przez 14 dni pozwolily stwierdzi¢, ze QA nie wptywat na dynamike
formowania skrzepu ani na fibrynolize. Badania przyzyciowe przeprowadzone w
eksperymentalnych modelach zakrzepicy u transgenicznych myszy z ekspresja biatka GFP
(szczep C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)10sb/d) i szczuréw Wistar przyjmujacych QA przez 14 dni w
wodzie pitnej pozwolity stwierdzi¢, ze obserwowany wptyw QA, badz jego brak, zalezg od
modelu do$wiadczalnego. Szczurzy model zakrzepicy indukowanej pradem elektrycznym nie
wykazywat zmian pomigdzy szczurami przyjmujacymi QA, a szczurami kontrolnymi w takich
aspektach jak masa zakrzepu czy parametry krzepnigcia w osoczu. Z kolei w mysim modelu
zakrzepicy indukowanej laserem obserwowano istotny wzrost masy zakrzepu przy dawce QA 30
mg/kg/24h. Odwrotnie, przy podaniu dozylnym QA (30 mg/kg) redukowat wielko$¢
indukowanych laserowo zakrzepow, co korelowato ze wzrostem ekspresji molekuty adhezyjnej

PECAM-1, czastki o aktywnos$ci antyagregacyjnej. Na podstawie powyzszych badan mozna

stwierdzié, ze ustalenie roli QA w wyksztalcaniu prozakrzepowego fenotypu obserwowanego w

przebiegu chronicznej choroby nerek stanowi wyzwanie metodyczne. Na obecna chwile rola QA

jako czynnika ryzyka zakrzepowo-zatorowego pozostaje niezweryfikowana.
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Jednym ze szczegdlnie interesujacych mnie zagadnien jest identyfikacja czynnikdw

regulujacych odpowiedz prokoagulacyjna piytek krwi, a zatem mogacych uczestniczyé w

powstawaniu _stanu _patologicznej nadkrzepliwosci. Wyniki opublikowane jako Baaten
C.C.F.M.J., Swieringa F., Misztal T., Mastenbroek T.G., Feijge M.A.H., Bock P.E., Donners
M.M.P.C., Collins P.W., Li R., van der Meijden P.E.J., Heemskerk J.W.M. Platelet heterogeneity

in activation-induced glycoprotein shedding: functional effects. Blood Advances; 2018; 2(18):

2320-2331. (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 5), powstaly podczas mojej wizyty
stazowej na Uniwersytecie w Maastricht w zespole Prof. Johana Heemskerka (w okresie
wrzesien-pazdziernik 2015). Na czas pobytu w Maastricht zostalem oficjalnym czlonkiem
Cardiovascular Research Institute Maastricht (CARIM), a podwdéjna afiliacja (CARIM i
UMB) zostala uwzgledniona we wspolnej publikacji w Blood Advances, oficjalnym
periodyku American Heart Association (ASH). Oprécz mozliwosci prowadzenia badan z
wiodgcqg w Swiecie grupg badawczq zajmujgcq si¢ fizjologiq i biochemiq plytek krwi, miatem
takze mozliwos¢ zaprezentowania wlasnych wynikow z pracy doktorskiej, ktore spotkaly sie
zZ zainteresowaniem i pozytywnym odbiorem. Szczegoélowym celem wizyty byto poznanie techniki
flow-chamber (ang. komora przeplywowa) w  stopniu umozliwiajgcym samodzielne
przygotowanie, Wykonanie i interpretacje eksperymentu oraz skonstruowanie wiasnej komory
przeplywowej i implementacje techniki w moim statym miejscu pracy. Technika ta (znana takze
jako ,,thrombus formation under flow”) polega na analizie powstawania agregatow pilytkowych
(w modelu ex vivo/in vitro) na powierzchni trombogennej w warunkach reologicznych
symulujgcych te naturalnie wystepujgce w naczyniach krwionosnych. Powyzsze zalozenia zostaty
w pelni zrealizowane, a technika flow-chamber znalazla szerokie zastosowanie w badaniach
prowadzonych przez Zaktad Chemii Fizycznej UMB (H.3, H.4, Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B,
pozycje 11-14).

Opublikowane wyniki wspolnych badan dotyczyly wpltywu zrzucania receptorow
powierzchniowych (konkretnie glikoproteiny 1b i glikoproteiny VI) na wlasciwosci — w tym
prokoagulacyjne — ptytek krwi. Wspomniane glikoproteiny sg kluczowe w procesie formowania
skrzepu, stanowia one bowiem receptory dla czynnika von Willebranda (GP Ib, jako skladnik
wigkszego receptora) 1 dla kolagenu (GP VI), kluczowych bialek adhezyjnych, obecnych w
warstwie podsrodbtonkowej w miejscu uszkodzeniu naczynia krwionos$nego. Badania
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potwierdzily, ze za zrzucanie (proteolityczne odcinanie) GP Ib i GP VI odpowiadaja
metaloproteinazy z rodziny ADAM (konkretnie izoformy ADAM10 i ADAMI17) oraz, ze jest to
proces zalezny od wzrostu cytozolowego stezenia jondéw wapnia i aktywacji kinaz z rodziny
kinazy biatkowej C. Druga mozliwg $ciezka prowadzaca do zrzucania GP Ib i GP VI jest
aktywacja kaspaz, a zatem S$ciezka apoptotyczna. Plytki krwi, ktére osiggnely niski stopien
ekspresji (na drodze zrzucenia) GP Ib i GP VI wykazywaty ostabione wlasciwosci adhezyjne, za$
nasilone byty u takich ptytek: powierzchniowa ekspresja fosfatydyloseryny (PS), wigzanie
czynnikow krzepnigcia, generacja trombiny i formowanie fibryny. Te przejawy aktywnosci
prokoagulacyjnej byly efektywnie hamowane przez inhibicjc ADAM10/17. Pomiary wykonane
na ptytkach krwi pobranych od pacjenta z syndromem Scotta (ptytki krwi tych pacjentéw maja
niesprawny mechanizm odpowiadajacy za ekspresje PS) pozwolity stwierdzi¢, ze zrzucanie
receptorow (via ADAM10/17) nie wymaga uprzedniej ekspresji PS do efektywnego zachodzenia.
Podsumowujac, w ptytkach krwi funkcjonuja dwie $ciezki aktywacji ADAM10/17, co skutkuje

proteolitycznym zrzucaniem receptorOw adhezyjnych GP Ib i GP VI i obraniem przez ptytki krwi

fenotypu prokoagulacyjnego kosztem zmniejszenia ich wilasciwo$ci adhezyjnych. Modulowanie

procesu zrzucania receptoréw poprzez hamowanie aktywnosci ADAMI10/17 moze zatem

stanowi¢ potencjalny mechanizm kontroli nad aktywnoscia prokoagulacyjna ptytek krwi.

Wyniki przeprowadzone we wspolpracy z Zakladem Biologii UMB i opublikowane
jako Rusak T., Misztal T., Rusak M., Branska-Januszewska J., Tomasiak M. Involvement of
hyperglycemia in the development of platelet procoagulant response: the role of aldose reductase
and platelet swelling. Blood Coagulation & Fibrinolysis. 2017; 28(6): 443-451 (Zalgcznik nr 4,
poz. I, pkt. 4B, pozycja 3) zostaly przeprowadzone aby zweryfikowac¢ hipoteze zakladajaca, ze
w warunkach hiperglikemii powstajacy w ptytkach krwi sorbitol (osmotycznie aktywny alkohol
wielohydroksylowy) moze posredniczy¢ we wzroscie objetosci plytek (pecznieniu), co
przektadatoby si¢ na ich zwiekszong reaktywno$¢, takze w kontekScie odpowiedzi
prokoagulacyjnej. Wykazano, Ze inkubacja ptytek krwi w glukoza (> 10 mM) prowadzi do
wewnatrzplytkowej akumulacji sorbitolu, co korespondowato ze zwigkszeniem s$redniej objetosci
ptytek. Zmiany te zbiegaly si¢ z nasileniem agregacji, sekrecji i ekspresji PS na powierzchni
ptytek aktywowanych kolagenem. Powyzsze zmiany byly normalizowane przez sorbinil,
inhibitor reduktazy aldozowej (enzym katalizujacy konwersje glukozy do sorbitolu). Pomiary
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tromboelastometryczne zarejestrowaty, ze probki krwi pelnej eksponowane na glukozg
charakteryzuja si¢ zwigckszong dynamika krzepnigcia, co bylo takze normalizowane przez
sorbinil, ale réwniez przez winkrystyne, czynnik destabilizujacy mikrotubule. Obserwacje w
mikroskopie fluorescencyjnym pozwolity ustali¢, Zze ptytki eksponowane na hiperglikemie
charakteryzujg si¢ wigkszym stopniem polimeryzacji tubuliny (wigkszg zawarto$cig mikrotubul),

co ponownie bylo znoszone przez sorbinil i winkrystyng. Na podstawie uzyskanych wynikéw

mozna sformulowaé wniosek, ze hiperglikemia jest zwiazana z aktywacja w plytkach krwi

reduktazy aldozowej, co prowadzi do akumulacji sorbitolu i zwiekszenia objeto$ci plytek, co w

rezultacie skutkuje nasileniem odpowiedzi prokoagulacyjnej plytek krwi. Przeklada sie to na

zwiekszona generacje trombiny 1 stan nadkrzepliwosci. W Swietle uzyskanych wynikéw

reduktaza  aldozowa moze  stanowi¢  potencjalny  punkt uchwytu dla  lekdéw

przeciwprokoagulacyjnych, zmniejszajacych ryzyko zakrzepowo-zatorowe w przebiequ cukrzycy

1 innych stanow zwiazanych z hiperglikemia.

Badania, ktorych wyniki opublikowano jako Gromotowicz-Poptawska A., Marcinczyk N.,
Misztal T., Golaszewska A., Aleksiejczuk M., Rusak T., Chabielska E. Rapid effects of aldosterone
on platelets, coagulation, and fibrinolysis lead to experimental thrombosis augmentation.
Vascular Pharmacology. 2019; 122-123: Article number: 106598, 11pp (Zalgcznik nr 4, poz. 11,
pkt. 4B, pozycja 8) skupione byly na znalezieniu odpowiedzi na pytanie czy aldosteron —
hormon kory nadnerczy zaangazowany w regulacje gospodarki wodno-mineralnej organizmu —
moze indukowac szybkie (pomijajace zmiany w profilu ekspresji gendw) zmiany w aktywnosci
osoczowego uktadu krzepnigcia, ptytek krwi i uktadu fibrynolitycznego, przyczynia¢ si¢ tym
samym do rozwinigcia stanu nadkrzepliwo$ci. Badania przeprowadzono w uktadzie ex vivo oraz
przyzyciowym modelu zakrzepicy indukowanej pradem elektrycznym na szczurach Wistar oraz
w dwoch eksperymentalnych modelach zakrzepicy u transgenicznych myszy z ekspresjg biatka
GFP (szczep C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)10sb/J). Wykazano, ze podanie szczurom aldosteronu
(30 pg/kg) dozylnie wigze si¢ ze zwigkszeniem gestosci sieci fibryny (rejestrowanej w
mikroskopie konfokalnym) oraz zahamowaniem fibrynolizy (pomiary tromboelastometryczne),
mierzonych we krwi pobranych od zwierzat. Efekt ten byt widoczny juz 10 minut po podaniu
aldosteronu i byl znoszony w obecnos$ci antagonisty receptora mineralokortykosteroidowego

(MR, ktérego agonista jest aldosteron) — eplerenonu. Co wigcej, w modelach mysich, ostre
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podanie aldosteronu (100 pg/kg) korelowato ze zwickszona akumulacja ptytek w miejscu
uszkodzenia naczynia laserem oraz z istotnym przyrostem ilosci ptytek krwi eksponujacych
fosfatydyloseryne w modelu zakrzepicy indukowanej FeCls, co bylo znoszone przez eplerenon.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze aldosteron wywiera silny wpltyw na plytki krwi, powodujac wzrost

ich reaktywno$ci, a takze nasila formowanie fibryny oraz przyczynia sie do zahamowania

fibrynolizy. Normalizujacy wplyw eplerenonu pozwala przypuszczaé, ze za cze$¢ efektow

odpowiada pobudzenie receptora MR przez aldosteron. Sugeruje to istnienie innych niz

genomowe $ciezek syenalnych, ktorych efekty obserwowalne sa juz kilka minut po ostrym

podaniu aldosteronu. Dalsza eksploracja mechanizméw, poprzez ktore aldosteron wplywa na

powstanie stanu nadkrzepliwos$ci — z istotnym udzialem plytkowej odpowiedzi prokoagulacyjnje

— pozwola lepiej zrozumieé role tego hormonu w patogenezie chordb naczyniowo-sercowych,

jednocze$nie stawiajac receptor MR jako potencjalny punkt uchwytu lekéw przeciwpltytkowych.

Wyniki opublikowane jako Golaszewska A., Misztal T., Marcinczyk N., Chabielska E.,
Rusak T. Adrenaline may contribute to prothrombotic condition via augmentation of platelet
procoagulant response, enhancement of fibrin formation, and attenuation of fibrinolysis.
Frontiers in Physiology. 2021; 12: 31 pp., Manuscript ID: 657881 (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt.
4B, pozycja 14) przedstawiaja kompleksowa ocene wpltywu fizjologicznych (niskich
nanomolowych) st¢zen adrenaliny na hemostaze ze szczegdlnym uwzglednieniem odpowiedzi

prokoagulacyjnej ptytek krwi. Badania te stanowity takze tre§¢ rozprawy doktorskiej Pani Agaty

Gotaszewskiej pt. ..Ocena wplywu adrenaliny na aktywno$¢ plytek krwi zdrowych ochotnikow”

(obronionej w 2021), w ktérej pelitem funkcje promotora pomocniczego. Adrenalina, hormon

nalezacy do amin katecholowych produkowany w korze nadnerczy i regulujacy m.in. reakcje na
stres czy poziom glukoz¢ we krwi, jest uwazana za czynnik ryzyka zakrzepowo-zatorowego,
jednak doktadny komoérkowy i molekularny mechanizm jej wpltywu pozostaje nie ko konca
poznany. Wykazano, ze adrenalina (1-10 nM) jest w stanie wzmacnia¢ odpowiedzi ptytek
eksponowanych na podprogowe st¢zenia kolagenu, nie wywotujace per se odpowiedzi plytek.
Przejawialo si¢ to w nasilonej agregacji, sekrecji, zwigkszonym formowaniu agregatow na
powierzchni trombogennej w warunkach przeptywu, wzroscie ekspresji fosfatydyloseryny (PS)
na powierzchni plytek i wigkszej dynamice formowania skrzepoéw fibrynowo-ptytkowych w
probach, gdzie plytki byly eksponowane na adrenaling. Zwigkszeniu ulegala nie tylko populacja
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ptytek eksponujacych PS, ale réwniez skroceniu ulegat czas potrzebny do peinej ekspresji PS.
Wazrost ekspresji PS (odpowiedzi prokoagulacyjnej) na powierzchni ptytek korespondowat z
powstawaniem gesciejszej sieci fibryny i wzrostem opornosci takich struktur na fibrynolize.
Prokoagulacyjny efekt kombinacji nanomolowych stg¢zen adrenaliny i kolagenu byt
normalizowany przez antagoniste receptora a2-adrenergicznego — rauwolscyne (co potwierdza,
ze za obserwowane efekty adrenaliny odpowiadaja receptory zlokalizowane na ptytkach krwi),
jak 1 przez zwiazki reprezentujace najczesciej stosowane farmakologiczne strategie
przeciwplytkowe, tj. inhibitor cyklooksygenazy (kwas acetylosalicylowy), antagoniste
glikoproteiny IIb/Illa (tirofiban) i antagoniste receptora purynergicznego P2Y1, (PSB 0739).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze rola adrenaliny w powstawaniu stanu nadkrzepliwo$ci polega

przede wszystkim na indukowaniu odpowiedzi prokoagulacyjnej plytek krwi, co przejawia sie

nasilona produkcja trombiny, powstawaniem struktury fibryny o zwiekszonej gestoSci i w

rezultacie spowolniona fibrynoliza. Strategie oparte na ograniczeniu wplywu adrenaliny na

plvtki poprzez blokowanie receptora a2-adrenergicznego moga byé pozyteczne w kontrolowaniu

stanu nadkrzepliwosci w sytuacjach zwiekszonego poziomu adrenaliny we krwi, wliczajac w to

podanie tego hormonu podczas szoku anafilaktycznego. Aktualne raporty sugerujace mozliwosé

uzycia relatywnie wysokich stezen adrenaliny (liczonych w setkach nM) w normalizacii

reaktywnos$ci  plytek krwi u pacjentow przyjmujacych leki przeciwplytkowe z grupy

antagonistow  receptorow  P2Y1» (np. klopidogrel) powinny uwzgledniaé mozliwy

prokoagulacyjny efekt tej aminy katecholowej.

Badania nad naturalnymi, izolowanymi modulatorami hemostazy doprowadzily do
lepszego poznania wptywu ekstraktu z Potentilla erecta (pigciornik kurze ziele, ang. tormentil),
tradycyjnie stosowanego w stanach zapalnych, na hemostaze. Wyniki tych badan opublikowano
jako Marcinczyk N., Gotaszewska A., Gromotowicz-Poplawska A., Misztal T., Strawa J., Tomczyk
M., Kasacka I., Chabielska E. Multidirectional effects of tormentil extract on hemostasis in
experimental diabetes. Frontiers in Pharmacology. 2021; 12: 16 pp, Article ID 682987
(Zatgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 15). Badania zostaly przeprowadzone z uzyciem
myszy C57BL6 i szczurow Wistar z cukrzyca indukowang spreptozotocyng (cytostatyk o silnym
powinowactwie do komorek B trzustki), stanem, ktory charakteryzuje si¢ nasilong koagulacja
| zmniejszong szybkoscig fibrynolizy. Badania wykazaty, ze ekstrakt z pigciornika podawany w
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wodzie pitnej przez 14 dni (100 mg/kg), powodowat istotny spadek powierzchni zakrzepow
w modelu zakrzepicy indukowanej laserem u myszy. Z drugiej strony, ekstrakt w dawce 200
mg/kg zwiekszal mas¢ zakrzepow w modelu zakrzepicy u szczura indukowanej pragdem
elektrycznym. Z kolei dawka 400 mg/kg wptywata na poprawe funkcji $rodbtonka, co
znajdywato odzwierciedlenie w zwigkszonym przeplywie tetniczym krwi, wydluzeniu czasu

krwawienia 1 zgrubieniu S$ciany naczynia. Podsumowujac, uzyskane wyniki sugeruja

wielotorowo$é wplywu ekstraktu z pieciornika na hemostaze w eksperymentalnym modelu

indukowanej cukrzycy u myszy i szczuréw. W zaleznosci od dawki, ekstrakt moze zmniejszaé

reaktywnos¢ plytek i1 poprawia¢ funkcje $roédblonka naczyn, a jednocze$nie moze nasilaé

aktywnos$¢é ukladu krzepniecia i tworzenie zakrzepu. Zalezno$¢ obserwowanego efektu od

uzyteeo modelu badawczego powinna by¢é uwzgledniana w projektowaniu dalszych badan

ekstraktu z Potentilla erecta.

Dotychczasowym wynikiem wspolpracy z zespolem dr hab. Magdaleny Jaszek
z Zakladu Biochemii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie, obejmujacej
prowadzenie wspolnych badan w obszarze biologii molekularnej i biochemii (w tym badanie
wplywu biologicznie aktywnych preparatow z grzybow wyzszych na komoérkowe i molekularne
aspekty procesu koagulacji krwi i fibrynolizy) jest publikacja Stefaniuk D., Misztal T., Piet M.,
Zajgc A., Kopycinska M., Matuszewska A., Ruminowicz-Stefaniuk M., Matuszewski L.,
Marcinczyk N., Belcarz A., Zuchowski J., Skrabalak I., Grgz M., Ciotek B., Paduch R., Jaszek M.
Thromboelastometric analysis of anticancer Cerrena unicolor subfractions reveal their potential
as fibrin glue drug carrier enhancers. Biomolecules. 2021; 11(9): 19 pp, Article ID 1263
(Zatgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 16). Badania dotyczyty wptywu dwoch subfrakcji
wyizolowanych z sekretomu grzyba biatej zgnilizny drewna — Cerrena unicolor (gmatowka
szarawa), na formowanie fibryny, w kontekscie potencjalnego zastosowania klejow fibrynowych,
wspomagajacych leczenia ran. Wyniki analiz tromboelastometrycznych wskazaty, ze frakcja S6
(100-300 pg/ml) wspomaga tworzenie fibryny w uktadzie czysty fibrynogen + trombina, co
przektadato si¢ na wzrost dynamiki tworzenia fibryny, wzrost modutu sprezystosci i stopnia
usieciowania tak powstatej struktury. Frakcja S5 (100 pug/ml) per se nie wplywala na proces
tworzenia fibryny, natomiast w obecnos$ci egzogennej fibryny wykazywata wlasciwosci
antyproliferacyjne przeciwko linii komoérkowej HT-29 (linia komoérkowa raka okreznicy).
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Frakcja S6 oraz kombinacja S6+S5 hamowaly aktywno$¢ modelowych metaloproterinaz

macierzy zewnatrzkomorkowej, co sugeruje wilasciwosci antymetastatyczne tych frakcji.

Podsumowujac, niskoczasteczkowe frakcie izolowane z sekretomu Cerrena unicolor moga

wspomaga¢ wytwarzanie klejow fibrynowych, zapewniajac ich bardziej gesta strukture.

Jednoczesnie zademonstrowano, ze przeciwproliferacyjne efekty badanych subfrakcii

potencjalnie moglyby zapewniaé¢ dodatkowy benefit z klejow fibrynowych formowanych w

obecnosci tychze frakeii.

Pozostale badania, w ktorych bratem udzial, nie dajace si¢ zaklasyfikowa¢ w osobne

zbiory obejmowaty:

1. Podsumowanie patofizjologicznych efektow wolnej hemoglobiny w pracy przegladowej
[Misztal T., Tomasiak M. Patofizjologiczne konsekwencje hemolizy. Rola wolnej hemoglobiny.
(Pathophysiological consequences of hemolysis. Role of cell-free hemoglobin).Postepy Higieny i
Medycyny Doswiadczalnej. 2011; 65: 627-639] (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4A, pozycja 2b)

2. Zbadanie kinetyki retrakcji skrzepu i fibrynolizy u pacjentow z czerwienicg prawdziwg [Rusak
T., Piszcz J., Misztal T., Branska-Januszewska J., Tomasiak M. Platelet-related fibrinolysis
resistance in patients suffering from PV. Impact of clot retraction and isovolemic
erythrocytapheresis. Thrombosis Research. 2014; 134(1): 192-198] (Zalgcznik nr 4, poz. I,
pkt. 4A, pozycja 3a)

3. Zbadanie relacji pomigdzy poziomem wolnej hemoglobiny w osoczu pacjentdw z czerwienica
prawdziwg (polycythemia vera), a nadci$nieniem tetniczym [Rusak T., Misztal T., Piszcz J.,
Tomasiak M. Nitric oxide scavenging by cell-free hemoglobin may be a primary factor
determining hypertension in polycythemic patients. Free Radical Research. 2014; 48(2):
230-238] (jednak Zatgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4A, pozycja 4a)

4. Porownanie modelu flow chamber z modelami zakrzepicy indukowanej przyzyciowo w
kontekscie oceny reaktywnos$ci ptytek krwi (praca metodyczna) [ Marcinczyk N., Golaszewska A.,
Misztal T., Gromotowicz-Poptawska A., Rusak T., Chabielska E. New approaches for the

assessment of platelet activation status in thrombus under flow condition using confocal
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microscopy. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology. 2020; 393(4):727-738.]
(Zatgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 11)

5. Ocene¢ uzytecznosci ekspresji ptytkowej molekuty adhezyjnej PECAM-1 w ewaluacji
reaktywnoéci ptytek krwi [Marciniczyk N., Misztal T., Gromotowicz-Poplawska A., Zebrowska A.,
Rusak T., Radziwon P., Chabielska E. Utility of platelet endothelial cell adhesion molecule 1 in
the platelet activity assessment in mouse and human blood. International Journal of Molecular
Sciences. 2021; 22(17): 13 pp, Article ID 9611.] (Zalgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 13)

6. Wynikiem wspélpracy nawiazanej z grupa badawcza Prof. Artura Terzyka
[Physicochemistry of Carbon Materials Research Group, Wydzial Chemii Uniwersytetu
Mikolaja Kopernika w Toruniu]) , dotyczacej zbadania biokompatybilnosci i cytotoksyczno$ci
nanomaterialdow weglowych o potencjalnym zastosowaniu w stentach czy protezach naczyn
krwiono$nych jest na dzien dzisiejszy 1 praca oryginalna [Zigba M., Rusak T., Misztal T., Zieba
W., Marcinczyk N., Czarnecka J., Al-Gharabli S., Kujawa J. , Terzyk A. Nitrogen plasma
modification boosts up the hemocompatibility of new PVDF-carbon nanohorns composite
materials with potential cardiological and circulatory system implants application. Biomaterials
Advances. 2022; 138: 13 pp, Article ID 212941.] (Zatgcznik nr 4, poz. 11, pkt. 4B, pozycja 17).

Moje aktualne i przyszle plany badawcze dotycza kolejnych aspektow relacji pomigdzy
stanem zapalnym, a hemostaza, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli zewnatrzkomdrkowych
putapek neutrofilowych (NETs) jako modulatoréw hemostazy. NETs mozna zdefiniowaé jako
eksternalizowang zdekondensowang chromatyne neutrofila bogata w bialka pochodzenia
jadrowego (np. histony) oraz cytozolowego (np. elastaza i mieloperoksydaza) o silnie
przeciwbakteryjnych wlasciwosciach. Sie¢ tworzona przez zdekondensowang chromatyne
I uwigzione w niej biatka jest ciagnigta przez neutrofila niczym ,,ogon komety”, stanowigc -
w dostownym tego stowa znaczeniu — pulapke na patogeny i funkcjonujac jak niezwykle
skuteczny aparat bakteriobojczy [Brinkmann V, Reichard U, Goosmann C, Fauler B, Uhlemann
Y, Weiss DS, et al. Neutrophil extracellular traps kill bacteria. Science. 2004;303:1532-5. doi:
10.1126/science.1092385]. Szczegdlnie interesujacym mnie aspektem jest kwestia autoregulacji
w obrgbie NETs oraz znalezienie odpowiedzi na pytanie czy wptyw NETs na hemostazg jest

stalty czy moze ulega on zmianom w czasie w miar¢ powstawania reaktywnych produktow (np.
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HOCI) w obrebie NETs, co mogltoby zmienia¢ wiasciwosci obecnych w tych strukturach
modulatorow hemostazy.

Planuj¢ dalszy rozwoj wspotpracy badawczej zarowno w obrebie macierzystej jednostki,
jak 1 z udzialem kooperantéw krajowych i zagranicznych oraz podjgcie nowych wspotprac.
Tematyka badawcza bedzie obejmowala zaro6wno szeroko pojeta regulacje (na poziomie
komorkowym 1 molekularnym) odpowiedzi prokoagulacyjnej plytek krwi, izolacje 1
charakterystyke naturalnych zwigzkéw o potencjale modulatorow hemostazy i okreslenie ich
wpltywu na kinetyke krzepnigcia, strukture skrzepu i fibrynolizg, czy dalsze badania nad
biokompatybilno$cia i cytotoksycznos$cig materialdow o potencjalnym zastosowaniu medycznym.

Dalsze badania we wspolpracy z Instytutem Biochemii Ukrainskiej Akademii Nauk w
Kijowie dostarcza danych pozwalajacych na doktadniejsza identyfikacje roli ptytek krwi w
inicjacji 1 regulacji procesu fibrynolizy. Ponadto, we wspotpracy z Klinikg Alergologii i Chorob
Wewnetrznych  UMB  prowadze projekt majacy na celu dokladng identyfikacje zrodia
zahamowanej fibrynolizy u pacjentow z astma. Wspodtpraca podjeta przez Zaktad Chemii
Fizycznej UMB z Klinika Onkologii UMB bedzie skutkowata z kolei systematycznym badaniem
oceniajgcym zmiany hemostazy u pacjentdow leczonych onkologicznie, ze szczegdlnym

uwzglednieniem zmienionej reaktywnosci ptytek krwi, retrakcji skrzepu i fibrynolizy.

Po uzyskaniem stopnia doktora pelitem/pelnie role kierownika 7 projektOw oraz role

wykonawcy 23 projektéw finansowanych przez Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku oraz role

kierownika 1 projektu i wykonawcy w 1 projekcie finansowanym ze zrodet zewnetrznych.

Wykaz projektow znajduje si¢ w Zalgczniku nr 4 natomiast dokumenty potwierdzajace
pozyskanie funduszy ze srodkéw zewnetrznych i petnienie roli wykonawcy/kierownika znajduja

si¢ w Zatgczniku nr 7 dokumentacji.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke.
6a) Osiagniecia dydaktyczne

Przygotowanie i prowadzenie zaje¢ dydaktycznych na Wydziale Farmaceutycznym
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z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku:

1. Przygotowanie i prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu Biofizyka dla studentow I roku Farmacji
(od 2020 r.).

2. Przygotowanie 1 prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu Biofizyka w kosmetologii dla studentow I
roku Kosmetologii (od 2016 r.)

3. Przygotowanie i prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu Chemia fizyczna dla studentéw I roku
Analityki medycznej (od 2009 r.).

4. Przygotowanie i prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu Chemia fizyczna dla studentow II roku
Farmacji (od 2009 r.).

5. Przygotowanie i prowadzenic wyktadow z przedmiotu fakultatywnego Mechanizmy
przekazywania sygnatu w komorkach (na przyktadzie ptytek krwi) dla studentéw I roku Analityki
medycznej (od 2018 r.).

6. Przygotowanie 1 prowadzenie wyktadow z przedmiotu fakultatywnego Mechanizmy
przekazywania sygnatu w komorkach dla studentow II roku Farmacji (od 2017 r.).

7. Przygotowanie i prowadzenie wyktadow z przedmiotu fakultatywnego Postepy w technikach
badawczych oceniajgcych wtasciwosci powstajgcego skrzepu dla studentow IV roku Analityki

medycznej (od 2019 r.)

Opieka naukowa nad studentami:

1. Od roku 2010 petitem funkcje opiekuna 11 prac magisterskich realizowanych na Wydziale
Farmaceutycznym 2z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego

w Biatymstoku (6 na kierunku Analityka medyczna i 5 na kierunku Farmacja).

2. Od roku 2016 petnitem funkcje promotora 13 prac magisterskich realizowanych na Wydziale
Farmaceutycznym 2z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego

w Biatymstoku (wszystkie na kierunku Farmacja).

3. Od roku 2016 petnitem funkcj¢ recenzenta 5 prac magisterskich realizowanych na Wydziale
Farmaceutycznym 2z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego

w Biatymstoku (4 na kierunku Farmacja i 1 na kierunku Kosmetologia).
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4. 0d 2017 r. jestem cztonkiem zespotu hospitujacego ¢wiczenia na kierunku Farmacja.

5. W czerwcu 2018 roku pelitem opieke naukowa w trakcie pobytu stypendystki FEBS
(The Federation of European Biochemical Societies) Olgi Revki (doktorantki w Instytucie
Biochemii Ukrainskiej Akademii Nauk z Kijowie) w Zakladzie Chemii Fizycznej Wydziale
Farmaceutycznym 2z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego

w Biatymstoku, zwigzanej z realizacja grantu dla mtodych naukowcow.

Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze promotora pomocniczego:

1. Agata Gotaszewska ,,Ocena wplywu adrenaliny na aktywnosé plytek krwi zdrowych ochotnikow”
(realizowana w latach 2017-2021, promotor pomocniczy od 2019 roku; doktorat zakonczony

z powodzeniem obrong rozprawy doktorskiej w 2021)

6b) Osiagnigcia organizacyjne

1. Cztonek Wydziatlowego Zespotu do Spraw Zapewnienia i Doskonalenia Jakosci Ksztalcenia na
kierunku Farmacja, Wydziat Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (od 2016 r.)

2. Opiekun I roku kierunku Analityka Medyczna (od 2017 r.)
6¢) Osiagniecia w zakresie popularyzacji nauki

1. Bralem czynny udzial w 22. Pikniku Naukowym na Stadionie Narodowym w Warszawie na

stanowisku Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (2018).

2. Odpowiadalem za organizacj¢ i prowadzenie pokazéw dla ucznidéw szkot $rednich
»Elektryczno$¢ i magnetyzm w otaczajagcym nas §wiecie — zadziwiajace wlasciwosci cieczy,

owocow i1 metali” (dwukrotnie w 2019).

3. Bratem czynny udzial w Dniach Otwartych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (2022)

— prezentacja tematyki badawczej Zaktadu uczniom biatostockich szkot srednich.
7. Nagrody i stypendia naukowe
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Nagrody za prezentacje prac naukowych na konferencjach:

1. W 2017 roku zdobytem pierwsza nagrod¢ za najlepsza prezentacj¢ ustng podczas XXVII
Miegdzynarodowego Kongresu Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego (odbywajacego sie¢ w

Biatymstoku) w panelu ,,Blood and hemostasis™.

2. W 2019 roku zdobylem pierwsza nagrod¢ za najlepsze wystapienie ustne podczas XV
International Scientific Conference for Students and PhD Students "Youth and Progresss of
Biology" (odbywajacej si¢ we Lwowie), w kategorii ,,Human and animals physiology,

biomedicine”.
Nagrody za publikacje naukowe:

1. W latach 2015 1 2018, 2020 otrzymalem nagrode | stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego

w Biatymstoku za dziatalno$¢ naukows.

2. W latach 2013, 2016 i 2022 otrzymatem nagrode II stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego

w Bialymstoku za dziatalno$¢ naukowa.

3. W latach 2017 i 2021 otrzymatem nagrode IIl stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w

Biatymstoku za dziatalno$¢ naukowa.

4. W 2018 roku otrzymatem nagrod¢ Rektora Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku III

stopnia za pozyskanie funduszy na badania ze zrodet zewnetrznych.
Stypendia naukowe:

1. W roku 2013 zostalem stypendysta ,,Studiuj¢, badam, komercjalizuj¢” (na okres 12 miesigcy,
grant UE nr UDAPOKL.08.02.01-20-069/11-00)

Nagrody przyznawane przez studentow:

1. W 2019 roku zostatem wyr6zniony tytutem ,,Najlepszy Nauczyciel Akademicki” (II stopnia) w

konkursie studentéw Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku
8. Udzial w kursach, szko