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Wedtug danych Ministerstwa Zdrowia w Polsce kazdego roku wykonuje si¢ ok. 1,7
min transfuzji kewi lub preparatow krwiopochodnych. Dodatkowo postgp w medycynie,
rozwéj nowoczesnych metod leczenia i przeprowadzania skomplikowanych zabiegow
operacyjnych powoduja, ze zapotrzebowanie na krew skokowo rosnie, zwlaszcza w takich
dziedzinach jak hematologia, chirurgia serowo-naczyniowa, onkologia oraz transplantologia.
Obecnie transfuzja krwi pelnej przeprowadzana jest bardzo rzadko, ze wzgledu na ryzyko
pojawienia si¢ odczynéw zwigzanych z podaniem zbgdnych elementéw. Dlatego zwykle
przetacza si¢ tylko te skfadniki krwi, ktérych niedobor zostat stwierdzony, m.in. transfuzja
koncentratéw krwinek czerwonych (KKCz), krwinek biatych, koncentratéw krwinek

ptytkowych (KKP) czy preparatéw osocza. Niestety krew oraz poszczeg6lne jej sktadniki sa



materialem, ktérego nie mozna pozyska¢ ani wyprodukowaé sztucznie, a jedynie pobraé od
dawcow, ktorych liczba z kolei z kazdym rokiem z réznych powodéw spada. KKP znalazty
szerokie zastosowanie w transfuzjologii, gléwnie w celu zapobiegania i4 leczenia
matoptytkowosci. Wadg KKP jest krotki termin przydatnosci do uzycia (maksymalnie 5 do 7
dni), co wynika z szybko postgpujacego procesu ,starzenia si¢” ptytek (PSL) zwigzanego
przede wszystkim z obnizeniem ich zdolnosci do agregacji. Dodatkowo jednym z gtéwnych
czynnikéw rzutujacych na gorszg odpowiedz kliniczng u chorych po transfuzji moze by¢
obecnos¢ w KKP leukocytow i substancji, ktore sa z nich uwalniane, np. cytokin
prozapalnych czy metaloproteinaz. Zniwelowanie wplywu czynnikéw powodujacych PSL,
ktore obecnie nie sg jeszcze w jednoznaczny sposéb zidentyfikowane, znaczgco wydtuzytoby
okres przechowywania pltytek krwi. Dlatego tematyka pracy doktorskiej mgr Aliny Rak-
Pasikowskiej, skupiajgca si¢ na okresleniu znaczenia metaloproteinaz macierzy
zewngtrzkomoérkowej i zanieczyszezen leukocytarnych w procesie aktywacji ptytek krwi w
preparatach przeznaczonych do transfuzji, dotyczy aktualnego problemu stanowigcego wazne
wyzwanie i bardzo dobrze wpisuje si¢ w oczekiwania srodowiska zarowno transfuzjologéw
jak i lekarzy klinicystow.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie
klasycznej monografii naukowej o typowym uktadzie dla dysertacji doktorskich. Praca,
liczaca w sumie z wykazami 167 stron wydruku, zostata podzielona na: wstep wraz z celem
pracy, materiaty i metody, wyniki, oméwienie wynik6w i dyskusje, wnioski i piSmiennictwo.
Ponadto uzupetniajg jg 52 ryciny i 6 tabel, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wykazy: rysunkow, tabel i stosowanych skrétdw oraz suplement bedacy Zzyciorysem
naukowym Autorki.

W rozdziale ,,Wstep” Doktorantka zawarta szczegélowe informacje dotyczace procesu

powstawania, budowy, aktywacji i agregacji ptytek krwi oraz opis trombocytopatii i innych



zaburzen zwigzanych z ptytkami krwi wraz z ich znaczeniem w transfuzjologii. Ponadto Pani
mgr Alina Rak-Pasikowska skrupulatnie omoéwila otrzymywanie koncentratéw krwinek
plytkowych, uszkodzenia plytek podczas przechowywania KKP oraz powiklania zwigzane z
ich przetaczaniem. W kolejnej czesci tego rozdzialu Autorka przybliza informacje dotyczace
budowy i podstawowych funkcji metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP). W
mojej ocenie wstep jest napisany przejrzyscie z odpowiednio dobranymi pozycjami
literaturowymi, a sposob przedstawienia problemu wskazuje na doskonatg wiedze i wyraznie
sygnalizuje zainteresowania badawcze Doktorantki.

Cel rozprawy doktorskiej mgr Aliny Rak-Pasikowskiej, przedstawiony w sposob
bardzo doktadny, polegat na okresleniu czy obecnos$¢ leukocytéw oraz metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomoérkowej prowadzi do obnizenia jakosci KKP i czy jest przyczyna
zmian w reaktywnosci i aktywacji plytek. Ponadto czy w trakcie przechowywania KKP
dochodzi do zmian stgzenia i aktywno$ci MMP-2 i MMP-9 oraz ekspresji ich gendw w
pltytkach krwi, oraz czy farmakologiczne hamowanie aktywno$ci MMP w KKP moze
prowadzi¢ do wolniejszej aktywacji ptytek krwi, a tym samym ich wolniejszego starzenia.

W rozdziale ,,Materialy i metody” Autorka opisuje materiat badany, ktéry stanowito 9
koncentratéw krwinek ptytkowych przygotowanych w Dziale Preparatyki Krwi Regionalnego
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa im. Prof. Tadeusza Dorobisza we Wroclawiu.
Kazdy z KKP zostat podzielony na trzy czesci: pierwsza, ktérej nie poddawano dodatkowym
procedurom (NF); druga, ktorg poddano filtracji w celu usunigcia leukocytow (F) oraz trzecia,
do ktérej dodano inhibitor metaloproteinaz — doksycykling (D). W kolejnej, dos¢ szczegdtowo
opisanej, czgsci tego rozdziatu Autorka przybliza procedury przeprowadzonych badan:
sposob przeprowadzenia analizy morfologicznej, analizy cytofluorymetrycznej, oznaczenia
stezen (testy ELISA) i aktywno$ci (zymografia zelatynowa) MMP-2 oraz MMP-9 w

wyizolowanych ptytkach jak i oceny ekspresji mRNA (real-time PCR) w tych



metaloproteinazach. Na szczegdlng uwage zashuguje trafny dobér metod badawczych i ich
fachowa metodyka, za co naleza si¢ réwniez stowa uznania dla Pani Promotor pracy, co w
mojej ocenie zapewnilo uzyskanie w pelni wiarygodnych wynikéw badan. Rozdziat
,Materiaty i metody” =zostal uzupelniony opisem wlasciwie zastosowaﬁych analiz
statystycznych oraz informacja o uzyskanej zgodzie Komisji Bioetyczne;.

Wyniki zostaly przedstawione w sposob przejrzysty, uporzadkowane w postaci
podzielonych tematycznie podpunktéw i zilustrowane, az 49 rycinami. Doktorantka
wykazata, iz proces filtracji, jak rowniez dodatek inhibitora MMP w postaci doksycykliny nie
wptywal na zmiane liczby plytek krwi podczas przechowywania KKP, natomiast prowadzit
do wyzszego stopnia aktywacji ptytek krwi, co z kolei sprzyjalo pojawianiu si¢ agregatow
ptytkowych pod koniec przechowywania KKP. Ponadto Autorka wykazala, iz podczas
przechowywania KKP dochodzi do stopniowej aktywacji plytek krwi i obnizenia ich
zdolnosci do agregacji. Wraz ze wzrostem liczby leukocytéw w KKP wzrasta aktywnos¢
MMP, dlatego mogg stanowi¢ one potencjalne zrédlo metaloproteinaz w koncentratach
ptytkowych. Bardzo waznym wynikiem jest wykazanie, iz obecno$¢ doksycykiiny w KKP
obniza ekspresj¢ markeréw aktywacji w poréwnaniu do koncentratéw filtrowanych, co
potencjalnie moze pozwoli¢ na zwigkszenie efektywnosci transfuzji.

Doktorantka poprowadzita w zwigzty sposob intersujaca dyskusje, odnoszac uzyskane
wyniki do dostepnych danych literaturowych oraz podkreslajac za kazdym razem
rozbieznosci i podobienstwa wynikow wiasnych z osiagnieciami literaturowymi innych
autoréw. Autorka dokonata szczeg6towej analizy, a podejmujgc proby wyjasnienia przyczyn i
mechanizméw uzyskania sprzecznych wynikéw wykazata si¢ dobrym warsztatem i
dojrzatoscig badawczg. Ponadto prawidlowa analiza wiasnych w odniesieniu do tych
uzyskanych przez innych badaczy wynikéw, $wiadczy o dobrym przygotowaniu

merytorycznym w  zakresie  prezentowanego tematu rozprawy. Na podstawie



przeprowadzonych badan i dyskusji mgr Alina Rak-Pasikowska sformutowata 6 wnioskéw.
Whnioski logicznie wynikajg z uzyskanych wynikéw i odpowiadajg postawionym przez
Doktorantke qelom pracy.

Rozprawe konczy rozdzial ,PiSmiennictwo”, w ktérym Pani mgr Alina Rak-
Pasikowska zawarta 176 pozycji literaturowych, gléwnie obcojezycznych ujetych w wykazie
Journal Citation Report, co $§wiadczy o rzetelnym studium literatury swiatowej. Publikacje
stanowig doniesienia z lat 1959 - 2022, z czego 29 prac (co stanowi ok. 17%) pochodzi z
ostatnich 5 lat.

W rozdziatach 9 i 10 Autorka zamiescita streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
w ktorych w sposéb zrozumialy przedstawia zalozenia i cel badan, materialy i metody,
uzyskane wyniki oraz wnioski.

Z obowigzku jako Recenzenta przedtozonej mi do oceny rozprawy doktorskiej
chciatabym zaznaczy¢ pojedyncze sugestie:

1) nie udato si¢ Doktorantce unikna¢ bledow interpunkcyjnych (np. str. 9, 16, 19, 25, 27,
31, 35, 43. 47, 50, 127) oraz pojedynczych bledéw edytorskich i sktadniowych (np.
str. 8 ,,Jesto to...” oraz ,,Odczyn (pH) ziarnistosci gestych jest nizsze...”, str. 12
. Plytka krwi zawierajq...”, str. 16 ,, ... poprzez polgcznie..”, czy str. 131 , ... skutecznie
zmniejszalqg mozgowq aktywnosé... "),

2) dodatkowo na str. 71 - 73 brakuje nagléwka ,Wyniki”, natomiast dalsza czes¢
wynikéw na str. 74 - 124 w nagtéwku blednie przyporzadkowano do rozdziatu
,»Omowienie wynikow i dyskusja”, co moze by¢ mylgce dla czytelnika;

3) w wykazie skrétéw zabraklo kilku zastosowanych w rozprawie, np. BSA, MAC-1,
PECAM-1, PRP, PPP, ADAMTS-13 czy TACE, ponadto sugerowatabym aby w spisie
skrétéw, w celu ujednolicenia, wprowadzi¢ we wszystkich pozycjach rozwiniecie

nazw takze w jezyku angielskim;



4) sugerowatabym réwniez zastapienie stowa .,rysunek” terminem LIycina”, co brzmi
bardziej formalnie;

5) w dyskusji Doktorantka shisznie zauwaza ograniczenia przeprowadzonych badaf,
m.in.: stosunkowo matlg liczebnos¢ koncentratow krwinek ptytkowych poddanych
analizie (N=9). Jednak uzasadnienie tej liczebnos$ci, iz sg to cenne do uzyskania
sktadniki krwi wykorzystywane w praktyce klinicznej, jest réwniez w pelni
zrozumiate, a uczciwe i krytyczne przedstawienie ograniczen badania $wiadczy o
dojrzatosci naukowej Doktorantki;

6) wnioski s3 wprawdzie odpowiedzia na wczesniej postawione cele, ale miejscami sg
bardziej oméwieniem uzyskanych wynikow.

Pragne jednak zaznaczy¢, iz wskazane przeze mnie niedociagnigcia nie ujmujg w
zaden sposob wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej, ktorg oceniam bardzo wysoko, a
maja jedynie na celu jej udoskonalenie przed publikacjg wynikow.

Uwazam, iz przedstawiona mi do recenzji dysertacja jest dobrze zaprcjektowanym i
starannie przeprowadzonym projektem badawczym o duzej warto$ci zaréwno poznawczej jak
i praktycznej, a mgr Alina Rak-Pasikowska wlasciwie wywigzala si¢ z realizacji zatozonych
celow pracy, ktéra zawiera wszystkie wymagane elementy rozprawy doktorskiej. Interesujgce
wyniki zostatly przedstawione w sposéb logiczny i konsekwentny, co wskazuje na
umiejetnos¢ Doktorantki do samodzielnego projektowania i prowadzenia prac badawczych.

Reasumujac, stwierdzam iz rozprawa doktorska autorstwa Pani mgr Aliny Rak-
Pasikowskiej pt. ,Znaczenie metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej i
zanieczyszczen leukocytarnych w procesie aktywacji ptytek krwi w preparatach
przeznaczonych do transfuzji” stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i spetnia
warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z 14 marca 2003 roku o stopniach naukc;wych i

tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 roku poz. 1789 ze



zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 2 i 3 Ustawy z 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajgce
ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.). Wnosze
do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o
dopuszczenie rozprawy mgr Aliny Rak-Pasikowskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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