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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Aliny Rak-Pasikowskiej

p.t. ,Znaczenie metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowej

i zanieczyszczen leukocytarnych w procesie aktywacji ptytek krwi

w preparatach przeznaczonych do transfuzji”
wykonanej w Zaktadzie Chemii Klinicznej i Hematologii Laboratoryjnej
Katedry Analityki Medycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

Promotor: Dr hab. n. farm. Iwona Bil-Lula, prof. uczelni

Koncentraty krwinek ptytkowych sa powszechnie stosowane w transfuzjologii
podczas zapobiegania i leczenia matoplytkowosci badz zaburzen funkcji pltytek krwi.
Istotnym problemem klinicznym jest bardzo krotki termin uzytecznosci koncentratu
krwinek ptytkowych (KKP), co wptywa na ich przydatnos¢ terapeutyczna. Problem
ten jest szeroko badany ale jak dotychczas nie dysponujemy wystarczajgcymi danymi
o mechanizmach uszkodzen plytek krwi podczas przechowywania koncentratu.
W czasie przechowywania dochodzi do zmian struktury i funkcji plytek, co
bezposrednio determinuje skutecznos¢ leczenia. Zatem temat rozprawy doktorskiej
Pani mgr Aliny Rak-Pasikowskiej wydaje si¢ by¢ niezwykle ciekawy i wazny z punktu
widzenia klinicznego zastosowania koncentratu krwinek ptytkowych. Na szczegélna
uwage zastuguje fakt zwrdcenia uwagi na role metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomérkowej (MMPs) w procesie aktywacji plytek krwi, prowadzacych do
uszkodzenia a tym samym zmniejszajacych efektywnos¢ kliniczng transfuzji.
W dotychczasowej literaturze brak jest rowniez doniesien dotyczacych zanieczyszczen
leukocytarnych w procesie aktywacji ptytek krwi w preparatach przeznaczonych do
transfuzji. Autorka przede wszystkim zwrécita uwage na ptytkowa MMP-2 oraz
pochodzaca, najprawdopodobniej z leukocytarnych zanieczyszczen MMP-9. Poznanie
roli tych metaloproteinaz w procesie aktywacji ptytek krwi podczas przechowywania
KKP moze si¢ przyczyni¢ do wypracowania warunkéw prowadzacych do zachowania
funkcjonalnosci plytek krwi, a tym samym wydtuzenia czasu przydatnosci

przechowywanego KKP.
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Rozprawa ma typowy uklad pracy doktorskiej. Zachowano prawidlowe
proporcje pomiedzy poszczegdlnymi rozdziatami. Rozprawe otwiera krotkie ale
treSciwe wprowadzenie oraz bogaty wstep. We wstepie Autorka opisuje mechanizmy
powstawania plytek krwi, ich budowe =z uwzglednieniem receptoréw
i glikoprotein btonowych a takZze omawia procesy aktywacji i agregacji trombocytéw
oraz ich znaczenie w procesach niezwigzanych bezposrednio z hemostazq w zakresie
procesow fizjologicznych, jak i patologicznych. Po takim wprowadzeniu Doktorantka
przechodzi ptynnie do zagadnien zwigzanych z KKP w aspekcie ich wykorzystania w
transfuzjologii, ze szczegdlnym uwzglednieniem uszkodzenia ptytek krwi podczas
przechowywania. Istotnym elementem wstepu sa rowniez problemy zwigzane
z interakcja metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej z ptytkami krwi. Sposéb
omoOwienia zagadnien, zaprezentowanych we wstepie rozprawy wskazuje na dobra
znajomosc literatury przedmiotu i znaczne przygotowanie do realizacji podjetych

zadan badawczych przez Doktorantke.

Cel pracy zostal przedstawiony jasno i precyzyjnie, z zaznaczeniem kolejnych
sekwencji badawczych, uwzgledniajacych: sprawdzenie wpltywu wybranych
czynnikéw (zanieczyszczen leukocytarnych oraz MMPs) na jako$¢ KKP oraz na
zmiany reaktywnosci i aktywacji ptytek krwi. Godnym podkreslenia jest fakt préby
oszacowania: czy w trakcie przechowywania koncentratu dochodzi do zmian stezenia
i aktywnosci obydwu oznaczanych przez Doktorantke metaloproteinaz: MMP-2
i MMP-9 oraz ekspresji ich genéw w plytkach krwi a takze sprawdzenie czy
zastosowanie farmakologicznego inhibitora MMPs — doksycykliny moze prowadzié
do poprawy jakosci KKP w czasie ich przechowywania. Uzyskanie zadawalajacych
wynikow bedzie ,zielonym swiattem” do dalszych badari w tym kierunku, aby
wydtuzy¢ czas przechowywania wysokiej jakosci KKP. Czy zatem, w kolejnym etapie
badari nie byloby istotne poszerzenie panelu badawczego o fizjologiczne inhibitory
metaloproteinaz (TIMPs) w celu sprawdzenia czy hamowanie aktywnoéci metaloproteinaz

podczas przygotowywania i przechowywania KKP moze poprawic skutecznodé transfuzji?

Badania recenzowanej rozprawy doktorskiej zostaly przeprowadzone
w 3 modelach doswiadczalnych z wykorzystaniem kozuszkéw leukocytarno-
ptytkowych: 1). poddanych filtracji, 2). pozostawiony bez dodatkowych procedur
filtracyjnych  (niefiltrowane kozuszki) oraz 3). z dodatkiem doksycykliny
w koncowym stezeniu 10uM. Badajac kinetyke zmian funkcji plytek oznaczenia
wykonywano w nastgpujacym schemacie badawczym: 1). w czasie Oh, 2). po 24h
przechowywania, 3). po 48h przechowywania, 4). po 72h przechowywania oraz

5). po 144h przechowywania. W kazdym punkcie czasowym Doktorantka oceniata
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m.in.: morfologie preparatow hematologicznych, agregacje ptytek krwi oraz
wykonywata analize cytofluorymetryczng. Ponadto, z kazdej oddzielonej probki
izolowata ptytki krwi i przygotowywata ,nadsqgcz”. Materiaty te postuzyly do dalszej
analizy, oceniajgc w wyizolowanych plytkach wzgledna ekspresje gendw
zwykorzystaniem reakcji real-time PCR, zas w ptytkach oraz w nadsaczu — aktywnosé
obydwu metaloproteinaz: MMP-2 i MMP-9. Zastosowana w pracy doktorskiej
metodyka jest nowoczesna i stosowana w specjalistycznych laboratoriach
badawczych. Wszystkie metody zostaty szczegdtowo opisane, zapewniajac uzyskanie

wiarygodnych i powtarzalnych wynikéw badan laboratoryjnych.

Przedstawione wyniki badan wykazaty, Zze wraz z czasem przechowywania
KKP (we wszystkich modelach badawczych) - liczba plytek krwi nie ulegata
obnizeniu, podczas gdy agregacja ptytek krwi indukowana réznymi agonistami: ADP,
kolagen, epinefryna oraz kwas arachidonowy ulegata znacznej redukgji. Ponadto,
wraz z czasem przechowywania (we wszystkich modelach KKP) zaobserwowano
wzrost ekspresji aktywowanego receptora dla fibrynogenu — GPIIb/IIla, czasteczki
CD63 oraz powierzchniowej ekspresji P-selektyny (CD62P), podczas gdy nie
zmienialo  si¢ wigzanie aneksyny V (markera aktywacji ptytek krwi

1 wezesnego stadium apoptozy) na powierzchni ptytek krwi.

Doktorantka zwrocita uwage, ze KKP 2z dodatkiem doksycykliny
manifestowaly si¢ najniZszym poziomem ekspresji markeréw aktywadji plytek krwi
w najdluzszym czasie przechowywania (144h), podczas gdy najwyzsze poziomy
ekspresji markeréw aktywacji pltytek zaobserwowano w filtrowanym KKP.
Réznorodne efekty w 3 modelach doswiadczalnych KKP zostaly ujawnione
w aspekcie aktywnosci MMPs i ekspresji genéw dla odpowiednich MMPs.
W przypadku MMP-2 zaobserwowano zmniejszenie aktywnoéci wraz z czasem
przechowywania KKP a nie stwierdzono réznic w aktywnosci tej MMP w ptytkach
krwi pomiedzy réznymi rodzajami KKP. W nadsaczach koncentratow niefiltrowanych
w najdtuzszym czasie przechowywania (144h) zaobserwowano wyzsze stezenie
MMP-2. Ekspresja genu MMP-2 ulegata podwyzszeniu wraz
z czasem przechowywania bez wzgledu na rodzaj zastosowanego KKP.
Zréznicowanie zauwazono réwniez w zakresie MMP-9 albowiem aktywnosé tej MMP
w plytkach krwi byta wyzsza w niefiltrowanym KKP w stosunku do filtrowanych
KKP po 72h i po 144h przechowywania, natomiast ekspresja genu MMP-9 ulegata
wzrostowi wylacznie w preparatach niefiltrowanych (zawierajacych leukocyty).
Podsumowujac kinetyke zmian ekspresji obydwu genéw pomiedzy réznymi
rodzajami KKP stwierdzono, ze ekspresja genéw w trakcie przechowywania
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koncentratéw plytkowych w wersji filtrowanej byla na najnizszym poziomie. Zas,
w nadsaczach koncentratow zawierajacych leukocyty stezenia obydwu
metaloproteinaz wykazuja dodatnig aczkolwiek umiarkowang korelacje z ekspresja
aktywnej formy GPIIb/Illa. Uzyskane wyniki badan eksperymentalnych zostaty
poddane gruntownej analizie, pozwalajac na odpowiedZ na wczesniej postawione

pytania w celach pracy, zwlaszcza tych szczegdtowych.

Rozprawe wieniczy obszerna i bardzo ciekawa dyskusja, w ktérej Doktorantka
wykazala si¢ wrecz znakomita znajomoscia literatury przedmiotu badan a takze
krytyczng oceng uzyskanych wynikow. Gltéwna osia dyskusji jest przedstawienie
uzyskanych wynikéw na tle badan innych autoréw. Bardzo waznym wynikiem
przedstawionym przez Doktorantke jest istotny, zalezny od czasu przechowywania
spadek aktywnosci agregacyjnych ptytek krwi, pochodzacych ze wszystkich
badanych KKP. Zadziwiajacym jest jednak fakt, ze Autorka nie wiaze tych zmian
z aktywnoscia MMP-9. Wprawdzie plytkowe pochodzenie MMP-9 jest nadat
dyskutowane, to jednak coraz wiecej doniesienn wskazuje, ze ludzkie ptytki krwi
uwalniajg MMP-9, ktora znaczaco hamuje agregacje ptytek. Mechanizmy aktywacji
plytek przez MMP-9 sg szeroko badane i obejmuja one prawdopodobnie hamowanie
szlakow aktywacji fosfolipazy C, a nastepnie takze rozpadu fosfoinozytolu, aktywacje
kinazy biatkowej C i tworzenie tromboksanu A2, co prowadzi do zahamowania

wewnatrzkomorkowej mobilizacji jonéw Ca?*. Licze na wyczerpujaca dyskusje
podczas obrony: dotyczacq pochodzenia MMP-9 oraz mechanizméw jej p/plytkowego

dziatania.

Konczace rozprawe wnioski przedstawione w sze$ciu punktach sg bardzo
ostrozne ale konkretne. Warto takZe zaznaczy¢, ze znajduja potwierdzenie

w wynikach przeprowadzonych badan doswiadczalnych.

Autorka nie ustrzegta sie jednak drobnych ﬁwag edytorskich dotyczqcych
prezentowanych badan eksperymentalnych. W rozdziale III: Wyniki, dotyczacym
wynikéw pracy raptownie zostata zastosowana zmiana, a dokladnie od strony 74
zostat zamieszezony kolejny rozdzial: Oméwienie wynikéw i dyskusja, ktéry to rozdziat
jest juz rozdziatem IV. Czym podyktowana jest ta nieoczekiwana i nieuzasadniona
zmiana? Czy jest to tylko ,chochlik edytorski”? Ponadto, istotng uciazliwoscia
edytorska jest sposéb prezentacji wynikéw. Wyniki prowadzonych oznaczeri
przedstawiono w postaci 49 rycin, ktére Autorka nie wiedzie¢ dlaczego nazywa
rysunkami a nie rycinami. Poszczegélne ryciny obrazujace zmiany ekspresji, stezenia
lub aktywnosci skladaja si¢ z pieciu wykreséw na dwéch oddzielnych stronach. Taki
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sposob prezentacji utrudnia analize przedstawianych danych. Wydaje sie, ze bardziej
przyjaznym dla czytelnika bytoby przedstawienie wynikéw w postaci wykreséw
liniowych, obrazujacych zaleznos¢ stezenia danego parametru od czasu
przechowywania. Taka forma jednoznacznie obrazowalaby zaréwno tendengje,
jak i zakres stwierdzanych zmian. Nie mniej pragne nadmienié, ze sformulowane
przeze mnie te drobne uwagi i spostrzezenia nie podwazaja wysokiej, merytorycznej
wartosci przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej. Praca ta bowiem, cechuje

si¢ wysokim i cennym walorem praktycznym.

Podsumowujac uwazam, ze dysertacja doktorska, autorstwa Pani mgr Aliny
Rak-Pasikowskiej spetnia warunki okre$lone w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca
2003 1. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 roku poz. 1789 ze zm.) w zwiazku z art. 179 ust.2 i 3 Ustawy z 3
lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018r. poz. 1669 ze zm.).

Mam zaszczyt i przyjemnosé zwrdcic sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu
z wnioskiem o dopuszczenie rozprawy Pani mgr Aliny Rak-Pasikowskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, uwzgledniajac wysoka
warto$¢ merytoryczna rozprawy i nowatorski charakter wynikéw badar, wnosze

0 jej wyrdznienie.
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Grazyna Sygitowicz
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