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RECENZIJA

Rozprawy na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne Pani mgr Joanny Miktosz pt. ,Matoptytkowos¢ indukowana protaming oraz jej
potencjalne powiktania zakrzepowo-zatorowe w eksperymentalnych modelach zwierzecych”
wykonanej w Zaktadzie Farmakodynamiki Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, pod
kierunkiem Pana dr hab. n. farm. Andrzeja Mogielnickiego

Krew stanowi najwazniejszg ptynng tkanke tagczng organizmu cztowieka, druga obok chionki.
Ogromne znaczenie uktadow fizjologicznych kontrolujgcych ptynnoéé krwi dla przeiycia ustroju
znajdujg - niestety - odzwierciedlenie w statystykach chorobowosci i $miertelnosci, przede wszystkim
tej spowodowanej chorobami zwigzanymi ze zmianami zakrzepowo-zatorowymi.

Jednym z czesciej stosowanych w $wiecie lekdw przeciwzakrzepowych, jest wystepujaca
takze natywnie u ludzi heparyna oraz jej syntetyczne analogi. Lek ten z jednej strony jest bardzo
cennym srodkiem zapobiegajgcym potencjalnie Smierciono$nym zmianom zakrzepowo-zatorowym,
jednak z drugiej strony jego przedawkowanie moze prowadzi¢ do bardzo niebezpiecznych zmian o
charakterze krwotocznym. Z tego powodu nie do przecenienia jest znaczenie érodkéw mogacych
szybko i skutecznie odwrdci¢ dziatanie wprowadzonej do ustroju heparyny i jej analogéw. Koronnym
srodkiem stosowanym od dziesigtkdw lat w tym wskazaniu jest protamina.

Poniewaz z jednej strony protamina jest w chwili obecnej jedynym liczacym sie antidotum na
nadmierne dziatanie heparyny, a z drugiej strony jej dziatanie nie jest jednokierunkowe i podanie jej
samo w sobie moze byC w niektérych sytuacjach niebezpieczne dla zdrowia, bardzo wazne jest
doktadne przebadanie wszystkich aspektow dziatania protaminy, w tym rzeczywiste lub domniemane
dziatania niepozadane ujawniajace si¢ w trakcie kolejnych lat stosowania protaminy w lecznictwie. W
ten obraz wpisuje sie¢ bedace przedmiotem recenzowanej rozprawy doktorskiej zagadnienie
matoptytkowosci indukowanej przez protamine (PIT) wraz z jej potencjalnymi powiktaniami
zakrzepowo-zatorowymi.

Poniewaz opisywana interpretacja problemu zostata przedstawiona stosunkowo niedawno a
w dodatku jego istnienia nie mozna by¢ pewnym (czes¢ badaczy nadal je kwestionuje), jak w kazdej
wczesnej fazie badania zagadnienia farmakologicznego zwigzanego z podawaniem leku u ludzi,
szczegolne znaczenie maja badania na zwierzgtach i te wlasnie w omawianym kontekscie sa
przedmiotem przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej. W tym $wietle uwazam prezentowane
podejscie badawcze za wazne i aktualne.



Rozprawa doktorska pani Joanny Miktosz obejmuje 58 stron maszynopisu, z czego trzy prace
stanowigce podstaweg rozprawy doktorskiej (dwie pogladowe i jedna eksperymentalna) zajmuja 42
strony.

Rozprawe podzielono na, kolejno idac, rozdziaty ,,Wprowadzenie” i ,Cel pracy”, "Realizacja
celow naukowych" a nastepnie "Wnioski" ,Literatura” oraz ,Streszczenie w jezyku polskim” i
»Streszczenie w jezyku angielskim". W dalszej czgéci zamieszczono kolejno stanowigce podstawe
rozprawy doktorskiej dwie prace przeglgdowe oraz jedng oryginalna. Sa to:

(1) Miktosz J, Kataska B, Sokotowska E, Mogielnicki A.: Matoptytkowo$¢ indukowana protaming -
nowy problem czy inny typ matoptytkowosci poheparynowej? Folia Cardiologica 2017; 12(4): 355-
361. Artvkut pogladowy; punktacja wg skali MNiSW - 9 pkt;

(2) Mikiosz J, Kataska B, Mogielnicki A.: Pharmacogenetic considerations of anticoagulant medication.
Journal of Physiology and Pharmacology 2018;69(4): 14 pp. Artykut poglgdowy; IF = 2,544; Punktacja
wg skali MNISW - 25 pkt;

(3) Miktosz J, Kataska B, Kaminski K, Rusak M, Szczubiatka K, Nowakowska M, Pawlak D, Mogielnicki
A.: The inhibitory effect of protamine on platelets is attenuated by heparin without inducing
thrombocytopenia in rodents. Marine Drugs 2019;17(9):539, 18pp. Praca doswiadczalna; IF = 4,073;
punktacja wg skali MNiSW - 100 pkt.

W koncowej czesci zamieszczono rozdziaty zawierajgce informacje pomocnicze. W niektérych
przypadkach zawartoé¢ spisu tredci na str. 3 rézni sie od tytutéw zamieszczonych w dalszym ciggu
pracy. Jest tak w przypadku rozdziatu 4 (podrozdziat "Podsumowanie wynikow badan i dyskusja" w
spisie tresci, podczas gdy na str. 9 czytamy "Podsumowanie wynikow i dyskusja") oraz rozdziatu 14
(podrozdziat A "Wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg" w spisie tresci, podczas gdy na
str. 77 "Lista publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg")

Rozpoczynajgce wiasciwy tekst pracy niedtugie "Wprowadzenie" Autorka poswiecita przede
wszystkim tytutowemu zjawisku matoptytkowosci indukowanej przez protamine. Rozdziat ten, poza
krotkim zarysowaniem roli heparyny w lecznictwie a nastepnie charakterystykg protaminy skupia sie
na ukazaniu hipotetycznych patomechanizméw PIT, ze szczegélnym wskazaniem na rozbieine
obserwacje badaczy, ktore wraz z lukami w wiedzy klinicznej dotyczacej PIT stanowig jeden z
podstawowych powodow przeprowadzenia omdwionych dalej badan podstawowych. Wprowadzenie
uzasadnia tematyke badan opisanych we wigczonej do doktoratu pracy oryginalnej oraz zastosowane
w niej modele doswiadczalne, a takze tematyke wigczonych do doktoratu prac przegladowych.

We wstepie Doktorantka wspomina, ze badania dotyczgce dziatan niepozadanych protaminy okazaty
sig pomocne w opracowaniu jego skuteczniejszego bezpieczniejszego nastepcy. Prosze o przyblizenie
w jaki sposob okazaty sie pomocne?

Uwazna analiza rozdziatu "Wprowadzenie" kaze dopatrzyc¢ sie nim drobnych niescistosci. Wg

przynajmniej czesci obecnie dostgpnych Zrédet wiekszo$¢ obecnej na rynku protaminy ma byé
pochodzenia biotechnologicznego a nie - jak stwierdzono w tekscie pracy - by¢ izolowanej z nasienia
tososi.
Doktorantka stwierdza ze "W 2013 roku dwa niezalezne zespoty badawcze opublikowaty zaskakujace
doniesienia 0 nowym immuno-hematologicznym zaburzeniu okreslanym mianem trombocytopenii
indukowanej protaming (PIT). Tymczasem znacznie starsze zrodta [np. Eika i Godal [1971,
przeprowadzona na kroélikach], Radegran et al. 1971 (na psach) oraz Jaques [1949, na psach] oraz
cytowana przez Doktorantke praca Al-Mondhiry i wsp. [1985]] wskazujg na wystepowanie
przemijajacej trombocytopenii po protaminie.



Prosze o wyjasnienie dlaczego mimo wszystko cytowane prace Bakchoul i wsp. [2013] oraz
Lee i wsp. [2013] stanowily az taki przetom, ze po latach zastoju badanie zjawiska PIT ruszyto z nowa
sitg.

Cel pracy, ktorym byto wyjasnienie wplywu protaminy i jej kompleksow z heparyng
niefrakcjonowang (UFH) na plytki krwi oraz proces megakariocytopoezy, a takze zbadanie jej
potencjalnych wczesnych i poinych powikian zakrzepowo-zatorowych zostat sformufowany
poprawnie.

W celu realizacji zatozent pracy Autorka przeprowadzita ztozone badania sktadajgce sie na
omowiong dalej prace eksperymentalng. Duzy fadunek wiedzy teoretycznej koniecznej do
zrozumienia sensu celowosci badan eksperymentalnych zostat z kolei zawarty w dwéch pracach
pogladowych omdwionych ponizej. Pomimo umieszczenia ich na koncu merytorycznej czesci
doktoratu zostang one omowione w tym miejscu.

We wstepie pierwszej przegladowe]j publikacji Doktorantka omawia pokrotce okolicznosci
kliniczne i tto immunologiczne, na jakim dochodzi do wystepowania PIT, dalej szczegétowo omawia
elementy sktadajgce sie na patogeneze trombocytopenii indukowanej protaming, obraz kliniczny PIT
oraz czynniki ryzyka jego wystgpienia. W rozdziale "Postepowanie terapeutyczne" Doktorantka
wskazuje obecnie zalecane postepowanie w przypadku wystgpienia HIT (nalezy to uznac za celowe w
kontekscie podobienstw miedzy HIT i PIT) a nastepnie bardzo wnikliwie charakteryzuje obecnie znane
potencjalne zamienniki protaminy podkreslajac, ze obecnie brak szeroko dostepnego w lecznictwie
zamiennika protaminy. Wszystkie takie zamienniki, takze autorstwa zespotu badawczego do ktérego
nalezy Doktorantka, znajdujg sie na etapie badan. W podsumowaniu pracy Autorka stusznie
stwierdza, ze cho¢ w ostatnich badaniach wskazano wyraznie na istnienie zjawiska PIT, to z réznych
przyczyn brak dowodéw na jego "objawowg obecnosc".

Zjawisko PIT zostato w pracy nr 1 omowione doktadnie, co dobrze $wiadczy o teoretycznym
przygotowaniu Autorki. Pismiennictwo w tej pracy dotyczy wielu lat (1980 — 2016), co obok samej
tresci artykutu $wiadczy o doktadnosci ujecia tematu publikacji i rzetelnym podejsciu Autorki.

Rozlegta pod wzgledem zawartosci merytorycznej jak i pismiennictwa druga teoretyczna
publikacja odnosi sie do uwarunkowan stosowania lekéw przeciwzakrzepowych zaleznych od
dziatania i zroznicowania w populacji gendw odpowiedzialnych za dziatanie antykoagulantéow w
ustroju. Autorzy wychodzg z zatozenia, ze przewidywanie klinicznych konsekwencji terapii
przeciwzakrzepowej poprzez identyfikacje indywidualnych wariantow genowych moze by¢ pomocne
takze w ocenie ryzyka zakrzepicy lub krwawienia przed i po zabiegach. Omawiana praca skupia sie na
przegladzie danych farmakogenetycznych dotyczacych powszechnie stosowanych lekéw
przeciwzakrzepowych. Przeglad ten koncentruje sie na polimorfizmach genetycznych wptywajacych
na skutecznosc i bezpieczenstwo pozajelitowych i doustnych lekdw przeciwzakrzepowych; omawiane
jest takze kliniczne znaczenie zréznicowania gendw w populacji oraz wytyczne "zarzadzania
farmakogenetyka". We wnioskach Doktorantka stwierdza, ze konieczne sg dalsze wieloetniczne
badania, zwtaszcza fgczace geny enzymow metabolizujgcych bezposrednie doustne leki
przeciwzakrzepowe z pierwszorzegdowymi klinicznymi celami koricowymi.

W pracy numer 2 uderza fakt, ze praktycznie nie ma w niej mowy o protaminie, za$
trombocytopenia jest omawiana w kontekscie jej powstawania pod wplywem heparyny, czyli HIT. W
tych okolicznosciach wigczenie omawianego artykutu do tekstu doktoratu moze dziwié, choé z jednej
strony brak prac na temat PIT w ogdle, z drugiej rozliczne podobieristwa pomiedzy PIT i HIT mogg taki
wybor uzasadnic.



Trzecia z kolei publikacja stanowi jedyng cho¢ obszerng prace eksperymentalng stanowigca
podstawe doktoratu. Jak wiadomo, interakcje miedzy protaming, UFH oraz ptytkami krwi pozostajg
niejasne, co utrudnia poznanie istoty zjawiska PIT. W celu lepszego zrozumienia istniejgcych
pomiegdzy tymi elementami wspotzaleznosci przeprowadzono badania wptywu UFH, siarczanu
protaminy (PS) oraz skojarzenia UFH+PS na (1) liczbe ptytek krwi i ich czynno$é u myszy i szczuréw;
(2) rozwdj zakrzepicy i parametry krzepniecia (myszy, szczury); (3) megakariocytopoeze u myszy oraz
(4) parametry morfologiczne krwi myszy i szczurow.

W pracy stosowano zarowno podania ostre jak i przewlekte. Te ostatnie wprowadzono ze
wzgledu na trudny do okreslenia przedziat czasu, w ktorym moga ujawnic¢ sie symptomy PIT, a celem
byto zgromadzenie informacji na temat ewentualnych pdznych powiktan PIT; horyzont czasowy
wynosit tu 35 dni.

Analizujgc otrzymane wyniki wykazano, ze ani jednorazowe ani wielokrotne skojarzone podawanie
UFH i protaminy nie wywotato u szczurdw i myszy znaczacej trombocytopenii, aktywacji ptytek krwi
ani rozwoju zakrzepicy tetniczej a wiec symptomow charakterystycznych dla zjawiska PIT. Badane
zwigzki nie wplynety takze na megakariocytopoeze i tworzenie ptytek krwi. Mimo to sama protamina
podczas eksperymentu z podaniem ostrym przejSciowo zahamowata u myszy i szczurow agregacje
ptytek krwi (efekt przeciwptytkowy), jednak bez wywotywania matoptytkowosci. Efekt ten byt stabszy
u myszy przy jednoczesnym podaniu UFH, takie bez towarzyszacej indukcji matoptytkowosci.
Wielokrotne (pie¢ razy - raz w tygodniu przez 35 dni) wstrzykniecie samej protaminy u szczurow
wptywato hamujgco na rozwoj indukowanej pradem elektrycznym zakrzepicy tetniczej, co jednak nie
wigzalo sie z wystgpieniem trombocytopenii i nie miato zwigzku z dziataniem przeciwptytkowym; u
obu uzytych do badan gatunkdw nie zarejestrowano zmian aktywnosci i liczby ptytek krwi, czasu
krzepniecia oraz stezert D-dimerow.

Autorzy pracy wnioskuja, ze potencjalne przeciwptytkowe i przeciwzakrzepowe dziatanie PS
moze przyczyniac sie do ryzyka krwawienia (a nie zakrzepicy) w przypadku przedawkowania tego leku
u ludzi. W jaki sposdb protamina indukuje dtugotrwate niezaleine od piytek krwi dziatanie
przeciwzakrzepowe? Czy doktorantka dokfadniej zbadata mechanizm lezacy u podstaw tego
zjawiska?

Jak zgodnie z aktualnym stanem wiedzy powinna wyglgda¢ neutralizacja dziatania
przeciwkrzepliwego heparyny niefrakcjonowanej przez siarczan protaminy, aby unikngé powiktan
krwotocznych?

W dziale czwartym pracy ("4. Materials and Methods") na pochwate zastuguje doktadny opis
schematu badan potgczony z przedstawieniem graficznym, co jest szczegdlnie wazne ze wzgledu na
ich rozlegtosc. Sama konstrukcja schematu badan uwzgledniajgca przemyslane wprowadzenie
pewnych jego elementow w oparciu o publikacje innych autorow powoduje uzyskanie ostatecznych
wnioskow w mozliwie najmniejszym stopniu obcigzonych watpliwosciami.

Uwage zwracajg rozne procedury pobierania krwi. Prosze przyblizy¢ procedure pobierania ze
splotu pozaoczodotowego (ze wzgleddéw oczywistych nie jest ona dokfadnie opisana w artykule). Czy
pobranie krwi z serca myszy odbywato sie przy zamknietej czy otwartej klatce piersiowej? Czy sama
procedura nie miata wptywu na krzepliwos¢ krwi?

Przed trzema pracami stanowigcymi podstawe doktoratu w rozprawie zamieszczono
czterostronicowy rozdziat czwarty pt. "Realizacja celéw naukowych" zawierajgcy podrozdziaty
"Materiaty i metody badawcze" oraz "Podsumowanie wynikéw badan i dyskusja"

Podrozdziat "Materiaty i metody badawcze" generalnie dobrze charakteryzuje plan badan
sktadajgcych sie na prace nr 3 i pozwala zrozumiec¢ ich celowos¢. Pewne zastrzezenia budzi miejscami



n

jezyk ("Eksperymenty ostre" zamiast "z zakresu podawania ostrego" (str.8); analogicznie
"eksperymentow chronicznych" zamiast "z zakresu podawania przewlektego" (str. 8), dane
niegaussowskie" zamiast "dane, ktérych rozktad nie spetnia znamion krzywej Gaussa" (str. 8).

Dyskusja zostata przeprowadzona poprawnie i uwzgledniono w niej wszystkie wazniejsze
watki pracy. W dziale tym zwraca uwage zdolno$¢ Doktorantki do wnikliwej i krytycznej analizy
wynikow. Na wyrazy uznania zastuguje takze kilkakrotne wskazanie w maszynopisie pracy kierunkow
przysztych badan, postepowania terapeutycznego oraz rysujacych sie na horyzoncie mozliwosci
postepowania farmakologicznego w zakresie zwigzanym z zagadnieniami omawianymi w rozprawie,
przy czym punktem wyjscia takiej opinii sg badania wtasne Autorki lub/i ocena ogdlnego stanu wiedzy
w danej dziedzinie. Jednym z przyktadow sg badania nad HBC - potencjalnym nastepcg protaminy o
ulepszonych wtasciwosciach, w ktorych bierze udziat Autorka ocenianej rozprawy.

W 1I-IV wierszu str. 10 nie bardzo kontekstowo wiadomo jak rozumie¢ zdanie "By¢ moze
model zwierzecy CPB bytby bardziej wartosciowy w ekstrapolowaniu uzyskanych wynikow
bezposrednio na pacjentow, nie mniej jednak jego wyeliminowanie pozwolifo oceni¢ wytacznie
wplyw lekow." - jesli "bytby bardziej wartosciowy", to kiedy i dlaczego jednak zostat wyeliminowany?

Po zamknieciu dyskusji Doktorantka sformutowata cztery wnioski syntetycznie
podsumowujgce przeprowadzone badania. Whnioski te w kontekscie materiatu zawartego w
przedstawionych pracach nie budza zastrzezen, cho¢ nadal nie dajg odpowiedzi na jedno z
podstawowych pytan, tzn. czy matoptytkowos¢ indukowana przez protamine stanowi samodzielng
jednostke chorobowa czy tez stanowi odmiane matoptytkowosci wywoltywanej przez heparyne.

Kolejny rozdziat rozprawy stanowi wykaz piSmiennictwa (w tekscie nazwany jako
"Literatura").

W odniesieniu do pismiennictwa rozprawy ujmowanej jako catos¢ nalezy dodac, ze oparte
jest ono na najnowszych publikacjach, lecz nie tylko na nich. Doktorantka dokonata doktadnego
przegladu prawdopodobnie catego dostepnego pismiennictwa z zakresu wymaganego przez
tematyke. Swiadczy to o dobrym teoretycznym przygotowaniu Autorki do rozwigzania podjetego
zadania badawczego. Z przedstawionej w rozprawie analizy literatury wiadomo, ze terapia oparta na
heparynie niefrakcjonowanej i siarczanie protaminy moze prowadzi¢ do pojawienia sie we krwi
przeciwcial IgG, skierowanych przeciwko kompleksom heparyny i protaminy. Czy spadek liczby ptytek
krwi, ktory obserwuje sie u czedci pacjentdw, jest zawsze wynikiem swoistej odpowiedzi
immunologicznej, czy mogg wchodzié¢ w gre inne mechanizmy patofizjologiczne?

W rozdziale 13 w tytule Autorka uzyta niefortunnego sformutowania "Oswiadczenia
wspotautoréw rozprawy doktorskiej" (w rzeczywistosci sg to wspotautorzy prac, na ktorych opiera sie
rozprawa doktorska).

Ocena koncowa:

Podsumowujac, rozprawe doktorskg Pani Joanny Miktosz oceniam od strony merytorycznej
wysoko. Wigczona do niej obszerna praca doswiadczalna nr 3 zostata staranie zaprojektowana i
przemyslana a ilos¢ aspektow omowionych w pracach pogladowych nr 1 i 2 jest imponujgca. Czes¢
teoretyczna jak i doswiadczalna rozprawy swiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym i
manualnym Doktorantki, umiejetnosci organizowania pracy badawczej, a takze planowania i
rozwigzywania zagadnien naukowych. Dwie z trzech prac zawartych w rozprawie (jedna o
charakterze eksperymentalnym oraz jedna poglagdowa) zostaty opublikowane w dobrych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym o wysokim wspotczynniku wplywu (tgczny IF 6,617).
Udziat Doktorantki (jako pierwszego Autora) w pracy eksperymentalnej wynosit 76%, zas w pracach
przeglagdowych po 80%. Catkowity IF dorobku naukowego Doktorantki jest rowniez wysoki i wynosi
26,643 a taczna ilo$¢ uzyskanych przez nig punktow MNISW to 489. Zwraca uwage, ze mimo
stosunkowo niedtugiego stazu naukowego byta (badz jest nadal) kierownikiem czterech projektéw



badawczych na tgcznie dziesieé, w ktérych bierze albo brata udziat. O kwalifikacjach naukowych
Doktorantki pozytywnie $wiadczy takze fakt przyznania jej az szesciu réznego rodzaju nagréd w ciggu
szesciu lat kalendarzowych.

Przedstawiajac powyzszag ocene kieruje do Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pani mgr Joanny Miktosz do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Wnioskuje takze o wyrdznienie pracy.
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