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rozprawy na stopien doktora nauk biologicznych mgr Kamili Anny Czubak-Prowizor
pt. ,,Mechanizmy niepozqdanych reakcji zwiqzanych z przetaczaniem koncentratéw krwinek
czerwonych w badaniach in vitro oraz in vivo”

Przetoczenia krwi i jej sktadnikéw czesto ratujg zycie lub zdrowie chorych. Wiemy,
jednak, ze z krwiolecznictwem zwigzane jest ryzyko wystapienia niepozadanych reakcji
poprzetoczeniowych, w tym mogacych prowadzi¢ do zgonu biorcy. Duzg sztuka jest
umiejetnos¢ oceny, w ktéorym momencie ryzyko zwigzane z niedokrwistodcia, czy tez
maloplytkowoscig jest wyzsze od ryzyka zwigzanego z przetoczeniem skladnikéw krwi.
Szczegdlny niepokdj budzg dane wskazujgce na korelacje przetoczen sktadnikéw krwi z
szybszg wznowa i wigksza $miertelnoscia z powodu choroby nowotworowej, wieksza
zapadalno$cia na nowotwor, czy tez wigkszg iloscia powiklah pooperacyjnych, w tym
infekcji oraz wiekszym ryzykiem powiklan zakrzepowo-zatorowych. Poznanie procesow
zachodzgcych w trakcie przechowywania skladnikéw krwi i wplywu produktow
powstajacych w ich wyniku ufatwia oceng ryzyka zwigzanego z przetoczeniem i moze by¢
pomocne przy okreslaniu ograniczen i przeciwwskazan do transfuzji oraz stanowié
wskazowki stuzgce doskonaleniu preparatyki i przechowywania koncentratéw krwinek
czerwonych. Dostepne dane o mechanizmie powstawania niepozgdanych reakcji
poprzetoczeniowych nie sg wyczerpujace i jednoznaczne, stad tez podjety przez doktorantke
temat badawczy majacy na celu oceng wplywu czasu przechowywania koncentratow
krwinek czerwonych oraz zawartodci w nich leukocytéw na dzialanie prokoagulacyjne,
prooksydacyjne oraz modulujace przezywalnosc i proliferacje komérek nowotworowych, a
takze oceng wybranych parametrow stresu oksydacyjnego po przetoczeniu KKCz u chorych
na ostre bialaczki szpikowe jest w pelni aktualny i zashuguje na uznanie.

Przedlozona mi do oceny rozprawa zawiera 188 stron wydruku komputerowego, w
tym: 15 tabel, 50 rycin i 310 pozycji pismiennictwa. Praca podzielona zostala na czesé
teoretyczng oraz czgS¢ doswiadczalng i sklada sie z 18 rozdzialow oraz szeregu
podrozdzialow.

Czedc teoretyczna rozprawy to obszerny, zajmujacy 34 strony maszynopisu opis
zmian zachodzacych w przechowywanych KKCz, przeglad randomizowanych badan
klinicznych oceniajacych wplyw okresu przechowywania KKCz na skuteczno$é i
bezpieczenstwo przetoczen, omowienie wplywu przetoczen u chorych na nowotwory oraz
stres oksydacyjny po przetoczeniu krwinek czerwonych w wybranych grupach biorcéw.




Z obowigzku recenzenta zgtaszam nastepujace uwagi do tej czesci pracy doktorskiej:
Skréty
Str. 8.
- APTT to nie jest czas kefalinowo-kaolinowy osocza lecz czas czgsciowej tromboplastyny
po aktywacji.
Wprowadzenie
Str. 15.
- Drugi akapit: Zdanie ,, Przechowywanie jest konieczne, aby zapewni¢ odpowiednig ilos¢
Jjednostek dla potrzeb stuzby zdrowia.” jest niepotrzebne i nieprawdziwe, poniewaz
przechowywanie nie ma wptywu na ilos¢ jednostek.
- KKCz przechowywane sag w temp 2-6°C a nie 2-4°C.
Str. 16.
- Zmiany w trakcie przechowywania nie prowadza do immunomodulacji KKCz.
Immunomodulacja z definicji to klinicznie znaczaca zmiana funkcji ukiadu
immunologicznego biorcy indukowana przetoczeniem skadnika krwi.
Str. 17. :
- Filtracja nie ma istotnego wplywu na wzrost stgzenia hemoglobiny po przetoczeniu. Takze
przetoczenie 1 j KKCz powinno powodowaé wzrost jej stezenia o 1 g/dl.
Str. 21.
- Za niedopuszczalny ustalony jest stopief/poziom >0,8% hemolizy, a nie >1,0% -
Obwieszezenie Ministra Zdrowia z dnia 6 marca 2019 r. w sprawie wymagan dobrej
praktyki pobierania krwi i jej skladnikéw, badania, preparatyki, przechowywania,
wydawania i transportu dla jednostek organizacyjnych publicznej stuzby krwi (Dz.Urz. MZ.
2019 1., poz.25).
- Pozakomoérkowa hemoglobina moze byé przyczyng poprzetoczeniowych reakeji
niepozgdanych, a nie zdarzen (bledne thumaczenie z cytowanych publikacji). Zgodnie z
ustawowg definicjg zdarzenie niepozadane to niezamierzone i niekorzystne zdarzenie
zwigzane z pobieraniem, badaniem, preparatyka, przechowywaniem, wydawaniem i
transportem krwi lub jej sktadnikéw, majace miejsce przed, w trakcie, lub po przetoczeniu
krwi lub jej sktadnika, mogace prowadzi¢ do wystapienia niepozadanej reakcji.
Str. 27.
- Ze zdania: ,, We wczesnych badaniach dowiedziono, iz w 40. dniu przechowywania
dochodzi do znacznego zwigkszenia poziomu IL-1 oraz IL-8 w supernataniach KKCz
wzgledem dnia pierwszego [120].” nie wynika, czy jeszcze stezenie innych cytokin wzrasta
w trakcie przechowywania KKCz. Stad tez informacja w zdaniu kolejnym: ,,Wysokie

poziomy TNF-g, IL-6 oraz IL-1 (czynnikow bezposrednio hamujgcych erytropoeze poprzez
blokowanie wytwarzania krwinek czerwonych w szpiku kostnym) potwierdzily rowniez inne
zespoly badawcze [122, 123].” jest niepelna i nie wyjasnia, czy stezenie TNF-a, IL-6 1 IL-1
zmienia si¢ w trakcie przechowywania KKCz. Konieczne jest uzupelnienie informacji w
tym akapicie.

Str. 28.

- Niezrozumiale jest stwierdzenie: ,, Leukoredukcja przed przechowywaniem zmhiejsza ilosé
IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-o w przechowywanych KKCz [120]. Nie zaobserwowano zmiany
stezenia IL-6 w czasie przechowywania jednostek niefiltrowanych,...” Leukoredukcja na




pewno nie ma wplywu na stezenie IL-6 w KKCz. Moze mieé¢ jednak wpltyw na uwalnianie
tej cytokiny w trakcie przechowywania KKCz.

- Wskazane jest precyzyjne wyjasnienie — w odniesieniu do poprzedniej uwagi - wpltywu
przechowywania i leukoredukcji na stezenia TNF-, IL-6 1 IL-1.

Str. 38.

- W tabeli 3 nieprawidlowo zostalo uzyte stowo ,,0stra” jako jeden ze stopni nasilenia
niedokrwistosci. Slowo ,ostra” oznacza dynamike narastania niedokrwistosci. Zamiast
stowa ,,0stra” powinno by¢ uzyte stowo ,,ciezka”.

Str. 45.

- Stwierdzenie w p. 5.1. ,,...obnizenie powinowactwa tlenu do Hb w przechowywanych
krwinkach czerwonych...” jest nieprawdziwe. W przechowywanych KKCz dochodzi do
spadku stezenia 2,3-DPG, co powoduje wzrost powinowactwa hemoglobiny do tlenu.

Ponadto, w odniesieniu do informacji na stronie 61 o przetoczeniu pacjentom
napromieniowanego UKKCz (NUKKCz) niedosyt budzi brak oméwienia w Czesci
teoretycznej tego skladnika i wplywu napromieniowania na krwinki czerwone i jakosé
KKCz. Napromieniowanie promieniami gamma istotnie wptywa na erytrocyty, co wymaga
zgodnie z obowigzujgcymi przepisami skrécenia czasu ich przechowywania do 28 dni.

Doktorantka podjela si¢ trudnego zadania badawczego - sprawdzenia hipotezy
zakladajacej, ze supernatanty z przechowywanych przez 42 dni KKCz, w szczegdlnosci z
niefiltrowanych jednostek wykazuja dzialanie pro-zakrzepowe, pro-oksydacyjne oraz ze
mogg one wzmagac proliferacje komoérek nowotworowych. Opierajgc sie na szerokim
przegladzie pismiennictwa mgr Kamila Czubak-Prowizor postawila w pelni uzasadnione
trzy cele badawcze: 1) ocena parametrow czynnosciowych plytek krwi w krwi pelnej po
uprzednie] inkubacji z supernatantami izolowanymi z KKCz oraz UKKCz w 1. oraz 42. dniu
przechowywania, 2) ocena dzialania supernatantéw izolowanych z KKCz oraz UKKCz w 1.
oraz 42. dniu przechowywania na wybrane linie ludzkich komorek nowotworowych, 3)
ocena wybranych markeréw stresu oksydacyjnego po przetoczeniu koncentratu krwinek
czerwonych lub koncentratu krwinek plytkowych u chorych na ostre biataczki szpikowe.

Realizujgc cel badawczy doktorantka zastosowala zastugujacg na wyrdznienie
bardzo szeroka game metod badawczych. W analizie statystycznej mgr Kamila Czubak-
Prowizor zastosowala uznane metody statystyczne, pozwalajace na wiarygodng oceng
uzyskanych wynikéw. Ponizej zglaszam kilka uwag do tej czesci pracy:

Str. 56.

- Nieprawidlowo zostaly podane akty prawne regulujace pobieranie krwi od dawcéw.
Powinno by¢: ustawa z dnia 22 sierpnia 1997 r. o publicznej shuzbie krwi (Dz.U. 2019 r.,
p.1222), rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 11 wrzes$nia 2017 r. w sprawie warunkow
pobierania krwi od kandydatéw na dawcow krwi i dawcow krwi (Dz.U. 2017 ., p. 1741).
Str. 61. .

- Zastosowanie w badaniach in vitro KKCz i UKKCz, ale przeprowadzenie oceny wplywu
przetoczen innego rodzaju skladnika (NUKKCz) znacznie utrudnia kompleksows analize
uzyskanych wynikow badan.
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- Wskazane jest podanie jakie NUKKP zostaly przetoczone pacjentom 7 zlewane z krwi
pelnej, czy z aferezy ?

Str. 77.

- Podrozdziat 9.3.5.3. Czas APTT nie jest czasem kefalinowo-kaolinowym tylko czasem
czesciowej tromboplastyny po aktywacji.

Str. 79, str. 80, str. 112.

- W metodzie oznaczania zywotnosci komorek, w metodzie oznaczania proliferacji komorek
oraz w metodzie pomiaru wewngtrzkomérkowego poziomu RFT brak jest informacji jak
byty przygotowywane kontrole pozytywne.

Str. 85.

- W tytule podrozdziatu 9.5 powinno by¢ NUKKCz zamiast KKCz.

Najwazniejszg czgscig pracy sa wyniki badan wlasnych opisane na 36 stronach. W
tym obszernym zbiorze danych i poréwnan doktorantka przedstawila informacje, ktére
potrafita logicznie uporzadkowaé i poddaé wielokierunkowej analizie. Otrzymane wyniki
majg nie tylko znaczenie poznawcze ale réwniez praktyczne. Wskazujg one na korzysci
wynikajace z usuwania leukocytow z koncentratoéw krwinek czerwonych oraz potwierdzaja,
ze substancje gromadzace si¢ w nadsgczu przechowywanych KKCz sg aktywne biologicznie
i niosg ze sobg ryzyko stymulowania niepozadanej reakcji poprzetoczeniowej. Ponizej
wskazuje drobne niedociagniecia tego podrozdziatu.

- Przedstawione ryciny nr 19, 21, 22, 24, 24, 25, 26, 27, 28 s zbyt male, co znacznie obniza
ich czytelnosé.

Str. 109, 110, 111,

- W badaniach opisanych w podrozdzialach 10.3.1.1.; 10.3.1.2.; 10.3.1.3.; brakuje oceny
wplywu samej cisPt na przezywalnos¢, proliferacje komorek oraz wewngtrzkomorkowy
poziom RFT. Uniemozliwia to pelng oceng wplywu dziatania supernatantéw na badane
parametry.

Ste. 114, 115,116, 117, 118, 119

- W badaniach opisanych w podrozdziatach 10.3.1.5.; 10.3.2.1.; 10.3.2.2.; brakuje oceny
wplywu samej cisPt na aktywnos¢ kaspazy-3/7 oraz kaspazy-9, przezywalnos¢ i proliferacje
komoérek, oraz wewnatrzkomorkowy poziom RFT. Uniemozliwia to pelng oceng wplywu
dziatania supernatantéw na badane parametry.

Str. 121

- W tytule podrozdziatu 10.4. powinno by¢ NUKKCz zamiast KKCz

Str. 122

- Rycina 43 - brak informacji do czego odnosi si¢ informacja w legendzie ,, p<0,001”.

Str. 124

- Rycina 46 - brak informacji do czego odnosi si¢ informacja w legendzie ,, *** p<(0,001”
oraz , # p<0,05".

- Rycina 47 - brak informacji do czego odnosi si¢ informacja w legendzie ,, *** p<0,001 .

Str. 125 ,,
- Rycina 48 - brak informacji do czego odnosi si¢ informacja w legendzie ,, ** p<0,01 .
Str. 126




- Rycina 49 - brak informacji do czego odnosi si¢ informacja w legendzie ,, *** p<0,001”
oraz ,# p<0,05".

- Rycina 50 - brak informacji do czego odnosi si¢ informacja w legendzie ,, *** p<(,001”
oraz ,,*p<0,05”.

Str. 127

- Podrozdziat 10.5. , Retrospektywna analiza niepozgdanych reakcji poprzetoczeniowych
zaistnialych w WWCQOIT im. M. Kopernika w Lodzi w latach 2013-2016” w moim
przekonaniu nie wnosi do pracy doktorskiej istotnej informacji i jest zbedny. Tym bardziej,
ze we Wprowadzeniu Doktorantka nie zawarta przegladu niepozgdanych reakcji
poprzetoczeniowych.

Doktoranta przeprowadzila dyskusje na 23 stronach maszynopisu, w ktorej
przedstawila przeglad badan oceniajacych wplyw czasu przechowywania koncentratu
krwinek czerwonych na ryzyko wystapienia niepozadanych reakcji poprzetoczeniowych
oraz pordwnanie wynikoéw wlasnych z danymi z pismiennictwa. Na podkre§lenie zastuguje
rezerwa, jaka doktoranta prezentuje do uzyskanych wynikéw i ostrozno$é z jaka formutuje
wnioski na nich oparte. Duzg zaleta i osiagnigciem rozprawy jest wykonana ocena wplywu
supernatantbw KKCz na funkcje plytek krwi. Doktorantka wykazala, ze w
ubogoleukocytarnych  koncentratach krwinek czerwonych, w przeciwienstwie do
skladnikéw nieubogoleukocytarnych obserwuje sie znaczgco mniejsze ilosci bioaktywnych
substancji zanieczyszczajacych. Substancje te moga mie¢ wplyw modulujacy uktad
odpornosciowy biorcy sktadnika krwi, co moze mie¢ znaczenie kliniczne, szczegdlnie w
przypadku immunoterapii - metody coraz czesciej stosowanej w leczeniu chorych na
nowotwory. Stwierdzona przez doktorantke mniejsza generacja mikroczasteczek oraz brak
uwalniania cytokin w ubogoleukocytarnych koncentratach krwinek czerwonych w
poréwnaniu do KKCz i KKCz bez kozuszka leukocytarno-ptytkowego dostarczaja wazne
argumenty do toczgcej sie dyskusji nad wprowadzeniem powszechnego stosowania
leukoredukeji w skfadnikach krwi w naszym kraju. Stad tez wyniki otrzymane przez
doktorantke mogg mie¢ duze znaczenie praktyczne. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguja
nowatorskie badania oceniajace dzialanie supernatantéw KKCz na linie Tudzkich komérek
nowotworowych oraz ich wplyw na cytotoksycznos¢ cisplatyny. Niedosyt budzi brak
oméwienia w dyskusji wptywu napromieniowania KKCz i UKKCz na badane zjawiska.

7 obowigzku recenzenta zglaszam ponizsze uwagi redakcyjne:

Str. 133

- Stwierdzenie: ,Interesujacy jest fakt, ze KKCz otrzymane od dawcéw plci meskiej
charakteryzujg si¢ wigkszym poziomem hemolizy w poréwnaniu do jednostek uzyskanych
od kobiet [84].” Budzi duzg watpliwos¢ i nie ma oparcia w cytowanej publikacii.

Str. 148

- W zwigzku z badaniami pacjentéw z AML, ktérym przetoczono napromieniowane
skladniki krwi wskazane jest poprawienie KKCz na NKKCz oraz UKKCz na NUKKCz.

Str. 154-155 .

- Zgodnie z moja wczesniejsza uwagg dotyczaca podrozdzialu 10.5. sugerowatbym
usunigeie koncowego fragmentu dyskusji dotyczacego podsumowania stwierdzonych w
WWCOIT im. M. Kopernika w Lodzi niepozadanych reakeji poprzetoczeniowych.




Rozprawe konczy czteropunktowe podsumowanie wynikéw oraz 3 wnioski
stanowigce dowdd, ze autorka w pelni zrealizowata zamierzenie badawcze przedstawione w
celu pracy. Proponuje doprecyzowaé tres¢ wnioskow, tak by odnosily si¢ tylko do badan,
ktére zostaly wykonane w ramach pracy doktorskie;j.

Str. 157

- We wnioskach 1 i 2 nalezy uzupetnié, ze dotycza one badan in vitro.

- Druga cze$¢ wniosku 1 ,, ...nadreaktywnos¢ plytek krwi po przetoczeniu KKCz moze by¢
Jjedng z przyczyn wystepowania powiklan zakrzepowo-zatorowych u niektérych biorcéw.”
jest tylko przypuszczeniem, ktore nie opiera si¢ na wynikach wykonanych badan, poniewaz
nie zostaly przeprowadzone obserwacje na pacjentach. Moim zdaniem ta czgs¢ wniosku
powinna zosta¢ usunieta.

- Trzeci wniosek wymaga doprecyzowania, ze zostaly przetoczone NUKKCz i NUKKP.
Druga cze$¢ tego wniosku ,, ...co moze miec istoine znaczenie w przebieg kliniczny choroby i
zastosowane leczenie (chemioterapie).” jest spekulacja — wplyw na przebieg kliniczny nie
byt badany w ocenianej rozprawie.

Nie jestem przekonany o koniecznosci podawania catej legendy w spisie tabel i
rycin. Moim zdaniem wystarczylby sam tytul.

Wymienione wyzej uchybienia w gtéwnej mierze redakcyjne w nie rzutujg istotnie
na warto$é pracy. Reasumujae, stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
jest opracowaniem ciekawym, o znaczeniu praktycznym i stymulujagcym do dalszych badan.
W pelni odpowiada ona na wytyczony cel pracy. Magister Kamila Czubak-Prowizor
wykazata umiejetno$¢ zaplanowania badan, przedstawienia wynikow i wilasciwej ich
interpretacji w oparciu o znajomo$¢ Swiatowego i rodzimego piSmiennictwa oraz duza
wiedze w zakresie tematu rozprawy.

W moim przekonaniu oceniana praca spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom
na stopien doktora nauk biologicznych wnoszg przeto wniosek do Komisji Uniwersytetu

Lodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr
Kamili Anny Czubak-Prowizor do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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