RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ
p. lek. med. Hanny Konkotowicz-Wotto¢ko,
pt. ,,Hemoglobin Based Oxygen Carrier (HBOC) - OxyVita®
Hb: development, current status and future plans
(Hemoglobinopochodny nosnik tlenu — OxyVita® Hb: rozwéj,
obecny status i plany przysztosciowe)”

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska pani
lek. med. Hanny Konkotowicz-Wottocko zostata wykonana pod kierunkiem
Promotora, p. dr hab. Waldemara Grzegorzewskiego, prof. Uniwersytetu
Rzeszowskiego. Rozprawa ma forme monografii, ktéra odzwierciedla wiedze,
wieloletnie doswiadczenie i pasje naukowq. Doktorantki w tematyce badan
nad poszukiwaniem substytutu krwi o potencjalnym wykorzystaniu
terapeutycznym.  Uwiedczeniem takich badan, prowadzonych w skali
Swiatowej z udokumentowanym udziatem Doktorantki, jest tytutowy
hemoglobinopochodny nosnik tlenu OxyVita® Hb.

Leczenie z wykorzystaniem krwi jest niezwykle waznym obszarem
medycyny, w ktérym z pewnoscig najistotniejszym, aczkolwiek nie jedynym,
aspektem jest transfuzja krwi, obarczona, jednakze, licznymi ograniczeniami
wynikajgcymi gtéwnie z faktu, ze wykorzystuje naturalny ,terapeutyk”
pochodzacy bezposrednio z ludzkiego organizmu. Z tego powodu transfuzji,
ktora niejednokrotnie jest niezastgpionym zabiegiem ratujgcym zycie,
towarzyszy ryzyko wystagpienia licznych powiktan, zwigzanych z przeniesieniem
czynnikdéw zakaznych, czy pomytkami w oznaczeniach grupy krwi.
Dodatkowym ograniczeniem jest czas i wysoce sterylne niskotemperaturowe
warunki przechowywania i transportu krwi stosowanej w terapii. Ponadto, w
zwigzku z  postepujagcym  starzeniem sie  spoteczenstwa, globalne
zapotrzebowanie na krew rosnie, zas ilos¢ potencjalnych dawcéw spada, co
niesie grozbe niedoboru krwi w najblizszej przysztosci krwiolecznictwa. W
Swietle tych danych wdrazany w ostatnich dekadach program Zarzadzania
Krwig Pacjenta (PBM), jest w stanie tylko czesciowo rozwigzywac problemy
wspotfczesnego krwiolecznictwa, a wiec niezbedne jest poszukiwanie nowych
podejs¢, ktdre umozliwig zastgpienie pozgdanych naturalnych sktadnikow
krwi, sztucznie wyprodukowanymi zamiennikami. Opracowanie preparatu
OxyVita®Hb — wielkoczgsteczkowego kulistego polimeru uzyskanego z
czagsteczek hemoglobiny, jest wspaniatym przyktadem skutecznej odpowiedzi
na nadmienione kluczowe wyzwanie wspoétczesnej medycyny. Co wiecej, z
whikliwej analizy wynikéw testow biologicznych z uzyciem tego preparatu,
wynika, ze potencjalne wykorzystanie medyczne OxyVita®Hb jako nosnika
tlenu znacznie wykracza poza ramy transfuzji i krwiolecznictwa, wskazujac
m.in. na leczenie zawatu i zatrzymania akcji serca, zatru¢ tlenkiem wegla,
utrzymywanie metabolizmu komodrkowego w organach ex vivo przy
transplantacjach i wiele innych. Nadmienic¢ nalezy, ze jest to w chwili obecnej
jedyna imitacja naturalnej hemoglobiony, ktdra, jak pisze Doktorantka,
»przetrwata probe czasu”, tzn. nie zostata odrzucona jako nieskuteczna lub
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niespetniajgca bezpieczenstwa w szerokim skriningu testow przedklinicznych i
klinicznych.

W tym miejscu chciatabym wyrazi¢ moje stowa najwiekszego uznania
dla wyboru tak interesujacego i wartosciowego pod wzgledem naukowym i
wdrozeniowym, tematu doktoratu, ktéry niesie Swietlane perspektywy dla
rozwoju wspotczesnej medycyny, stwarzajagc szanse na skuteczniejsze
ratowanie zycia w nagtych i przewlektych dolegliwosciach. Bardzo trafna jest
rowniez decyzja p. Doktorantki, aby przygotowaé¢ doktorat w formie
monografii, ktéra daje znacznie bardziej wszechstronne spojrzenie na ten
innowacyjny kierunek medycyny, niz gdyby wybidérczo przedstawiono tylko
wtasne wyniki Doktorantki decydujac sie na klasyczng forme dysertacji z
badan.

Piszac monografie doktorska, Autorka obrata za cel wszechstronng
charakterystyke preparatu OxyVita®Hb: od historii jego otrzymywania,
poprzez analize jego struktury chemicznej, metody syntezy, w tym na skale
produkcyjng, specyfikacje, by nastepnie w oparciu o bogaty literature
naukowg skoncentrowang gtdwnie na skriningu biologicznym, udowodnié
szerokie mozliwosci medycznego wykorzystania tego niezwyktego polimeru.
Cel ten zostat szczegétowo przedstawiony i uzasadniony na poczatku
dysertacji, a zrealizowany w dalszym toku, w rozwazaniach podzielonych na 10
rozdziatow, w liste cytowanej literatury.

We Wprowadzeniu (rozdziat 1) Autorka przedstawita historie badan nad
poszukiwaniem hemoglobinopodobnych nosnikéw tlenu - rozwdj produktow i
ich losy w badaniach przedklinicznych i klinicznych, z szczegélnym
uwzglednieniem gtdwnego bohatera dysertacji - produktu nowej generacji
OxyVita, uwypuklajac niepodwazalne, w poréwnaniu do innych preparatéw i
naturalnej hemoglobiny, walory struktury chemicznej tego polimeru oraz
wykorzystania polimeryzacji ,zero-link” do jego otrzymywania. Technologia
polimeryzacji ,zero-link” umozliwia, bowiem, kontrole wielkosci powstatego
polimeru i gwarantuje, ze w koncowej czgsteczce bedzie obecna wylacznie
hemoglobina. Kontrolowanie wielkosci polimeru ma, zas, kluczowe znaczenie,
aby zapobiec jego wyciekaniu z naczyn krwionosnych i uszkadzaniu
otaczajacych tkanek w zwigzku z wychwytem NO, co mogtoby skutkowad
wzrostem cisnienia krwi.

Nastepnie jednostronicowy rozdziat ,,2. Definitions” definiuje 4 rdézne
formy handlowe preparatu OxyVita — ich parametry, sposéb pakowania i
rozne formulacje, umozliwiajgce zrdznicowany sposdb podania w celach
terapeutycznych. Po nim nastepuje 15-stronicowy rozdziat ,,3. Materials and
methods”, w ktérym przedstawiono metody produkcyjne i analityczne
stosowane w technologii przemystowego otrzymywania i kontroli jakosci
OxyVita®, a takzie te wykorzystywane do eksperymentalnej oceny dziatan
polimeru OxyVita®. Rozdziat przytacza bogactwo materiatdw — zwigzkdéw
chemicznych, aparatury i sprzetu, wykorzystywanego do badan nad i z
udziatem preparatu OxyVita, a takze doktadng procedure otrzymywania tego
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polimeru na skale przemystowg. Mimo bardzo duzej ilosci danych czyta sie go
z przyjemnoscig, czemu stuzy przejrzysta kompozycja oraz stosowne ilustracje.

W nastepujgcym potem rozdziale ,4. Relationship between
OxyVita®s Physicochemical Properties and its Functional Attributes”
Autorka przedstawia zaleznosci pomiedzy wtasciwosciami fizykochemicznymi
OxyVita® a jej funkcjonalnoscig. Szczegdlnie doktadnie wyjasnia kwestie
stabilnosci konformacyjnej, nawigzujgc réowniez do 17 innych parametréw
fizyko-chemicznych przedstawionych w Tabeli 3.7 w poprzednim rozdziale.
Odwotuje sie do danych eksperymentalnych charakteryzujgcych zdolnosé
OxyVita do dostarczania tlenu, a takze wptyw na mikrokrazenie mdézgowe i
przeptyw krwi, aktywnosc¢ koagulacyjng, mozliwos¢ wykorzystania w ciezkich
krwotokach, leczeniu urazéw i w resuscytacji.

Rozdziat ,,5. Studies with Zero-Linked Polymer/ OxyVita®Published to
Date” jest skrétowym przeglagdem danych literaturowych dedykowanych
studiom przedklinicznym nad zdolnoscig przenoszenia tlenu, witasciwosciami
farmakologicznymi i bezpieczeristwem preparatu OxyVita. Autorka odnosi sie
tu do 27 pozyc;ji literaturowych, w tym 16 opisujgcych testowanie preparatu w
modelach zwierzecych — gtdéwnie z wykorzystaniem kotdw i szczuréw, a takze
myszy oraz 7 odwotujgcych sie do modeli in vitro. Rozdziat jest skonstruowany
w formie zwieztych zestawien danych z krétkimi konkluzjami ptyngcymi z
kazdej pracy. Taka forma jest przejrzysta i utatwia szybki wychwyt potrzebnych
informacji.

W kolejnym rozdziale Autorka zdecydowata sie bardziej szczegétowo
przedstawi¢ wybrane aspekty badan nad preparatem OxyVita w oparciu o
dane literaturowe ostatnich 20-lat. W tym rozdziale mozemy zaznajomi¢ sie
miedzy innymi z badaniami nad zdolnoscig redox preparatu w poréwnaniu z
naturalng hemoglobing, a takze wptywem OxyVita® na cisnienie tetnicze krwi,
srednice tetnicza i dotlenienie tkanek, czy wptywem na mikrokrazenie
mozgowe i uktadowe. Podejmuje nastepnie ocene mozliwosci zastosowania
OxyVita® w leczeniu urazowego uszkodzenia mézgu (TBI), wykorzystania tego
preparatu do resuscytacji i wstepnego wspomagania transfuzji w
traumatycznym wstrzgsie krwotocznym w s$rodowisku bojowym lub urazie
pozaszpitalnym w wyniku wypadkdw. W tym rozdziale przedstawiono rowniez
réoznorodnos¢ wykorzystania farmakologicznego OxyVita w zaleznosci od
formulacji — w postaci zawiesiny czy proszkowej.

Kolejny rozdziat (7) przedstawia dane z trwajgcych badan dotyczacych
wykorzystania OxyVita jako adjuwanta w leczeniu zawatu i zatrzymania akcji
serca, a nastepnie mozliwosci uzycia go do przechowywania organéw przy
transplantacjach, jego  witasciwosci w  przeciwdziataniu  stresowi
oksydacyjnemu wywotanemu reaktywnymi formami tlenu czy w zatruciach
tlenkiem wegla. Ciekawym watkiem zamykajgcym ten rozdziat s3 badania nad
immunobezpieczenstwem stosowania OxyVita w modelu zwierzecym. Wyniki
wskazujg na silng odpowiedZ przeciwciat w surowicy na wstrzykniecia
polimeru OxyVita®, ktéra nie wydaje sie by¢é powigzana z patologig. Ogdlna
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odpowiedz immunologiczna moze by¢ tu regulowana réwnowagg pomiedzy
sygnatami pro- i przeciwzapalnymi.

Osmy rozdziat monografii jest dedykowany perspektywom
przysztosciowego  wykorzystania  preparatéow  OxyVita: w  terapii
niedokrwistosci sierpowatokrwinkowej, leczeniu choroby wysokosciowej oraz
poprawie wydajnosci prac na duzych wysokosciach.

Rozwazania zamyka rozdziat podsumowujacy (9), w ktorym Autorka
zebrata w postaci 24 punktow gtéwne konkluzje badan przeprowadzonych nad
preparatem OxyVita®.

Dysertacja zostata przygotowana w jezyku angielskim, liczy 184 strony,
cechuje jg bogata szata graficzna, na ktdérg sktada sie: 96 rycin zawierajgcych
zdjecia i schematy oraz 47 Tabel. Autorka odniosta sie do 142 pozycji
literaturowych, skrupulatnie zestawionych w zamykajacym dysertacje
rozdziale (10). Ponadto w pracy zawarte sg streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, lista skrotéw, spis tresci oraz spis elementéw graficznych.

Catos¢ przygotowana jest bardzo starannie — znalaztam tylko nieliczne
uchybienia redakcyjne, wprowadzajagce drobne zamieszanie na liscie
stosowanych skrétow, czyli:

- widniejg dwa skréty dotyczace masy czasteczkowej (MW i M.wt.) powinien by¢
ustalony jeden

- skrét ,,ZL-HbBv”, ma z kolei 2 rdéine objasnienia: ,ZL-HbBv: OxyVita®” i ,ZL-HbBv:
Zero-Linked Bovine Hemoglobin”

Czytajac monografie nasuneto mi sie pytanie: jakie sg perspektywy
wykorzystania  prepratu  OxyVita w  terapii/prewencji  choréb
neurodegeneracyjnych np. choroby Alzheimera, biorgc pod uwage
niezaprzeczalny zwigzek ich etiologii ze stresem oksydacyjnym? Czy podjeto
do tej pory jakies badania w tym kierunku i czy w ogdle bytyby celowe?

Niniejsza praca doktorska swiadczy o szerokiej wiedzy, zrozumieniu
i  doswiadczeniu Doktorantki w obszarze tego innowacyjnego
i interdyscyplinarnego tematu wpisujgcego sie w nauki biologiczne, chemiczne
i medyczne, czyli szeroko rozumiang dziedzine nauk przyrodniczych i $cistych.
Nadmieni¢ nalezy, ze p. lek. med. Hanna Konkotowicz-Wottocko jest
wspotautorem 12 publikacji powigzanych z tematyka doktoratu, w tym w 5
w roli pierwszego autora. Ponadto prezentowatfa te tematyke na licznych
kongresach naukowych w postaci 7 wystgpien ustnych i 15 posteréw,
kierowata czterema amerykanskimi projektami badawczymi, petnita i petni
role gtéwnego wykonawcy w kilku projektach we wspodtpracy ze studentami
i profesorami z Touro College of Osteopathic Medicine, Middletown w Nowym
Jorku. Przyczynita sie do rozpowszechnienia wiedzy na temat produktu
OxyVita poprzez wystgpienia medialne, a takze bytg laureatkg dwéch
prestizowych nagrod.

Reasumujac, poziom i walory naukowe przedstawionej do oceny
dysertacji doktorskiej oraz catoksztatt dziatalnosci naukowo-badawczej w petni
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upowazniajg p. lek. med. Hanne Konkotowicz-Wottocko do ubiegania sie o
stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w
dyscyplinie nauki biologiczne,

Zwracam sie, zatem do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o
dopuszczenie p. lek. med. Hanny Konkotowicz-Wottocko do finalnych
etapow przewodu doktorskiego.

W zwigzku z wysokimi wartosciami naukowymi i wdrozeniowymi
tematu przedstawionego w dysertacji, innowacyjnym pierwiastkiem w
poszukiwaniu przelomowych rozwigzan terapeutycznych oraz
udokumentowang szerokg wiedzg i doswiadczeniem p. lek. med. Hanny
Konkotowicz-Wottocko w badaniach nad preparatem OxyVita, wnioskuje o
wyroznienie tego doktoratu.

Krakéw, 11 wrzesnia 2023
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