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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Joanny Miklosz
pt. ,,Maloplytkowos¢ indukowana protaming oraz jej potencjalne powiklania
zakrzepowo-zatorowe w eksperymentalnych modelach zwierzecych”

Matoptytkowos¢ polekowa nalezy do aktualnych zagadnien w dziedzinie farmakologii
doswiadczalnej i klinicznej. W ramach przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej zostato
poddane szczegdlowej ocenie nowe zaburzenie immunohematologiczne okreslane jako
matoptytkowos¢ indukowana protaming. Protamina pozostaje jedynym, stosowanym od lat
lekiem odwracajagcym aktywno$¢ heparyny niefrakcjonowanej, ktorej podanie obarczone jest
ryzykiem wystapienia wielu reakcji niepozadanych. Z kolei heparyna jako antykoagulant
wykorzystywana jest w leczeniu zakrzepicy zylnej, zatorowosci ptucnej, niestabilnej dlawicy
piersiowej, $wiezego zawatu serca, podczas operacji z uzyciem krazenia pozaustrojowego,
angioplastyki tetnic wiencowych, u chorych z wszczepionymi stentami, z rozsianym
krzepnigciem srédnaczyniowym i dializowanych. Biorac pod uwage rosnaca liczbg interwencji
kardiochirurgicznych na $wiecie, w tym takze w Polsce, bezpieczne zatrzymanie dziatania
heparyny podczas zagrazajacego zyciu krwawienia Staje Si¢ coraz bardziej pozadanym celem.

Rozprawa doktorska dotyczy interesujacej kwestii jakg jest wplyw protaminy w
potaczeniu z heparyng na aktywacje ptytek krwi prowadzaca do matoptytkowosci.
Dotychczasowy stan wiedzy na temat opisywanego powyzej zjawiska opierat si¢ jedynie na
kilku przypadkach klinicznych. Nadal brakuje danych potwierdzajacych wskaznik i skale
maloplytkowosci indukowanej protaming. Uzasadnionym wydaje si¢ zatem zbadanie tego
zjawiska przez Panig mgr Joanne Miktosz z wykorzystaniem eksperymentalnych modeli
zwierzecych. W rozprawie doktorskiej opisano wyniki badan dotyczacych wptywu protaminy
1 jej kompleksow z heparyna na liczbe 1 funkcje ptytek krwi, proces megakariocytopoezy oraz
rozwQj zakrzepicy tetniczej 1 parametry koagulologiczne. Praca zostata wykonana pod opieka
Pana dr hab. Andrzeja Mogielnickiego - Adiunkta Zaktadu Farmakodynamiki Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku, ktory dysponuje istotnym dos§wiadczeniem naukowym i stosowna
infrastruktura badawcza dla prowadzenia badan farmakologicznych nad zaburzeniami uktadu
krzepnigcia i fibrynolizy, ptytek krwi oraz dysfunkcji $rédbtonka naczyniowego.



Pani mgr Joanna Miktosz jest autorka i wspotautorkg 7 publikacji w pisSmiennictwie z
listy filadelfijskiej. Biorac pod uwage etap kariery naukowej posiada wzglednie duze
doswiadczenie w pracy w projektach badawczych, a sama rozprawa doktorska wpisuje si¢ w
kierowany przez Doktorantke projekt Narodowego Centrum Badan (NCN) Preludium 12.
Dorobek badawczy przedstawiony w pracy doktorskiej stanowig trzy publikacje: dwie z nich
opublikowano w recenzowanych czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym, cenionych w
dziedzinie farmakologii (Journal of Physiology and Pharmacology w 2018 r., 1IF=2,544, i
Marine Drugs w 2019 r., IF=4,073), trzecig za$ w czasopismie krajowym (Folia Cardiologica
w 2017 r., punktacja MEiIN=9). Doktorantka jest pierwszym autorem trzech wymienionych
publikacji, co uwidacznia Jej wiodacy wktad w prowadzone badania, potwierdzony takze
oswiadczeniami wspotautorow. Catkowity IF wilaczonych do rozprawy prac to 6,617, a
sumaryczna punktacja MEIN wynosi 134.

Wszystkie wymienione powyzej (trzy) publikacje sktadajace si¢ na zawartos¢ rozprawy
doktorskiej (Rozdziat nr 1) Pani mgr Joanny Miktosz stanowig spdjne tematycznie osiagniecie
naukowe. We ,,Wprowadzeniu’’ (Rozdziat nr 2) Doktorantka przedstawia w zwiezty i klarowny
sposob zatozenia teoretyczne i podstawy hipotezy badawczej prowadzonych badan. Cel pracy,
ktory zostat jasno i precyzyjnie opisany w Rozdziale nr 3, dotyczy wyjasnienia wplywu
protaminy i jej kompleksdw z heparyna na ptytki krwi oraz proces megakariocytopoezy, a takze
zbadanie takiego leczenia na potencjalne wczesne i pozne powiktania zakrzepowo-zatorowe.
Kolejne rozdziaty opisuja przebieg realizacji zatozonych celéw naukowych oraz zastosowane
metody badawcze. ,,Podsumowanie wynikéw badan i dyskusja” (Rozdziat nr 4) uzupehione o
,,Wnioski” (Rozdziat nr 5) wraz z oryginalna publikacja naukows (Rozdziat nr 10) stanowig
kluczowa, badawczg cze$é rozprawy - prezentujaca wyniki i ich wnikliwg analize. W mojej
ocenie uzyskane wyniki stanowia istotny wklad w rozwdj dziedziny, ktora zajmuje si¢
Doktorantka, a dyskusj¢ nad nimi oceniam wysoko pod wzgledem merytorycznym.

Kolejna czgs$¢ rozprawy doktorskiej sktada si¢ z dwdch publikacji przegladowych:
napisanej w jezyku polskim (Rozdziat nr 8) i angielskim (Rozdziat nr 9). Obie publikacje sa
znakomitym uzupetlnieniem ,,Wprowadzenia” pracy doktorskiej w zakresie zagadnien
teoretycznych. Doktorantka postuzyta si¢ wieloma tekstami zrodtowymi oryginalnych badan
naukowych, tym samym unikajagc cytowania prac przegladowych, co jest dowodem na
dogltebng analize realizowanej tematyki badawczej. W pierwszym artykule na uwagg zastuguje
schemat obrazujacy potencjalny mechanizm matoptytkowosci indukowanej protaming oraz
pozostate czynniki mogace aktywowac ptytki krwi w krazeniu pozaustrojowym i tabela
podsumowujaca charakterystyczne cechy Kkliniczne tego zaburzenia. Drugi artykut
przegladowy dotyczy farmakogenetyki trzech klas lekow przeciwzakrzepowych, a mianowicie
heparyn, antagonistéw witaminy K i najnowszych doustnych lekéw przeciwzakrzepowych.
Przeglad literatury koncentruje si¢ na mozliwym wykorzystaniu informacji genetycznej w
terapii przeciwkrzepliwej. Doktorantka doktadnie przedstawita wszystkie wazne badania
dotyczace polimorfizmow wplywajacych na skuteczno$¢ antykoagulantow. Artykul zostat
napisany w sposob bezstronny przedstawiajac wady oraz zalety stosowania oznaczen
farmakogenetycznych w praktyce klinicznej. Wyzej wymienione przeglady literatury dotycza
terapii antykoagulacyjnej, ktdra jest wcigz bardzo aktualnym zagadnieniem o duzym znaczeniu



klinicznym, a graficzne przedstawienie najwazniejszych danych znacznie ulatwilo analize
tresci obu prac.

Rozdziat nr 10 rozprawy doktorskiej stanowi oryginalny artykut opublikowany w
jezyku angielskim w czasopi$mie o obiegu miedzynarodowym. Pani mgr Joanna Miklosz
zbadata wptyw jednorazowego oraz wielokrotnego podania heparyny i protaminy na liczbe
ptytek krwi i ich odpowiedz, aktywacje ukladu krzepniecia i tworzenie si¢ skrzepow.
Postawiona w badaniach hipoteza opierata si¢ na obecnosci matoptytkowosci w okresie
pooperacyjnym u chorych leczonych heparyng i protaming podczas krazenia pozaustrojowego.
Doktorantka nie wykazata obecnosci matoptytkowosci u gryzoni, mimo obecnos$ci przeciwciat,
co wykazaty juz wczesniejsze badania Zespotu kierowanego przez Pana dr hab. Andrzeja
Mogielnickiego. Eksperymenty dotyczace zarowno przewlektego, jak i jednokrotnego podania
protaminy i heparyny, ktdre bardzo czytelnie zilustrowano na schematach - zostaty prawidtowo
zaprojektowane. Doktorantka przeprowadzita ten zestaw badan na myszach i szczurach, a
uzasadnienie wyboru modeli badawczych zostato jasno okreslone w pracy oryginalnej. Bardzo
wartosciowe naukowo jest wykorzystanie przez Doktorantk¢ modeli zwierzgcych do
odpowiedzi na pytanie, w jaki sposéb protamina i heparyna moga powodowa¢ matoptytkowos¢
zaobserwowang U pacjentdbw. Hipoteza lgczaca produkcje przeciwcial 1gG przeciwko
protaminie z aktywacja ptytek krwi jest rowniez nowa. Wptyw rozprawy doktorskiej bytby
wickszy, gdyby obejmowat zbadanie alternatywnych mechanizméw za posrednictwem ktorych
protamina mogtaby przyczynia¢ si¢ do matoptytkowosci (jesli nie sg zaangazowane
przeciwciala). Interesujacym wynikiem jest zahamowanie agregacji plytek krwi po podaniu
jednorazowym oraz efekt przeciwzakrzepowy przy podaniu wielokrothym samej protaminy.
Nasuwa sie pytanie: jakie mechanizmy moga by¢ zaangazowane w efekt przeciwplytkowy
oraz przeciwzakrzepowy protaminy?

Omawiajac rozprawe doktorska nalezy podkresli¢, ze wszystkie wyniki zostaty juz
opublikowane w pismiennictwie migdzynarodowym, a tym samym poddane juz wczesniej
doktadnej analizie przez edytorow i recenzentéw czasopism bedacych ekspertami w dziedzinie.
Udziat Doktorantki w prowadzonych badaniach i przegladach literatury byt dominujacy i
wynosit ponad 75% we wszystkich publikacjach, co zostato jasno opisane w pracy oryginalnej
w Marine Drugs w podrozdziale ,,Authors contributions” oraz w zataczonych do rozprawy
doktorskiej oswiadczeniach samej Doktorantki oraz wspotautorow (Rozdziaty nr 12 i 13).

W odniesieniu do uzytych w pracy metod eksperymentalnych zauwazy¢ nalezy, ze Pani
mgr Joanna Miktosz w czasie wszystkich lat studiow doktoranckich opanowata bardzo szerokie
spektrum metod z zakresu analityki medycznej z uwzglgdnieniem umiejetnosci prowadzenia
badan na zwierzgtach. Za najwazniejsze odkrycia naukowe pracy doktorskiej uwazam:

- udowodnienie przez Doktorantke, Ze mimo potwierdzonej immunogennosci Sama protamina
oraz protamina podana jedno- i wielokrotnie tacznie z heparyna nie powoduje matoptytkowosci
oraz zwigkszonego ryzyka zakrzepicy, czyli objawdw charakterystycznych dla zjawiska
opisanego w literaturze jako PIT (protamine-induced thrombocytopenia), czyli
maloplytkowo$¢ indukowana protaming.



- wykazanie, ze protamina bezposrednio po podaniu zmniejsza agregacje ptytek krwi u gryzoni,
natomiast wstrzyknieta wielokrotnie hamuje rozwdj zakrzepicy tetniczej, nie wptywajac na
funkcje ptytek krwi, parametry krzepnigcia krwi oraz proces megakariocytopoezy. Prositbym
0 wyjasnienie, czy biorac pod uwage uzyskane wyniki, protamina - od dawna znana jako
srodek neutralizujacy dzialanie heparyny, moglaby mie¢ inne zastosowanie w
lecznictwie?

Wyniki zawarte w rozprawie doktorskiej pozwalajg przypuszczaé, ze dodatkowa dawka
protaminy paradoksalnie moze zwigkszac¢ ryzyko krwawienia podczas operacji, zwlaszcza u
pacjentow, ktorzy mieli z nig wczesniej kontakt. Do mocnych stron rozprawy doktorskiej
nalezy uzycie wystandaryzowanych modeli zwierzecych, dobrze zaprojektowane plany
eksperymentalne, badanie nowej i interesujgcej hipotezy oraz potencjal translacyjny badan.
Zaprezentowane przez Doktorantke wyniki badan oceniam wysoko, poniewaz ich uzyskanie
wymagato gruntownego przygotowania merytorycznego jak i opanowania ztozonych technik
badawczych, w tym zdolno$ci manualnych: np. przy wywotaniu zakrzepicy w tetnicy szyjnej
szczura. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka potrafita zrozumiale przedstawic¢
strategie przeprowadzonych przez nig badan - co w przypadku skomplikowanych zagadnien,
ktorymi si¢ zajmuje z pewnoscia nie byto zadaniem tatwym. Przedstawiona do oceny przez
Pania mgr Joanng¢ Miklosz rozprawa doktorska jest napisana poprawng polszczyzng.
Doktorantka nie unikng¢ta drobnych btedow jezykowych, niemniej nie majg one negatywnego
wplywu na warto$¢ merytoryczng wynikow.

Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Miktosz pod
tytutem ,,Matoptytkowos¢ indukowana protaming oraz jej potencjalne powiktania zakrzepowo-
zatorowe w eksperymentalnych modelach zwierzecych” ma oryginalny i nowatorski charakter,
a zawarte w niej wyniki badan posiadajg wysokie walory poznawcze, ktérych wartos¢ naukowa
moze mie¢ silne odniesienie do aspektéw klinicznych. Doktorantka w bardzo trafny sposéb
wybrata metody badawcze do swoich eksperymentow, a otrzymane przez nig wyniki zostaty
opublikowane w bardzo dobrym czasopi$smie naukowym. Zamieszczone tutaj uwagi i
zastrzezenia nie maja wplywu na moja bardzo wysoka ocene¢ pracy. Po catkowitej ocenie
przedstawionej pracy z cala pewnos$cia stwierdzam, zZe spelnia wszystkie zwyczajowe i
ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Podkreslajac wysoki poziom
merytoryczny pracy, dobry dorobek naukowy i duzy wplyw wynikéw na rozwoj
dyscypliny wnioskuje takze o wyroznienie pracy. Wnosze wiec do Kolegium Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie Pani mgr
Joanny Miklosz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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