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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Czerniak
pt. ""Wplyw anestetykéw lokalnych na produkcje reaktywnych form tlenu i azotu
w granulocytach obojetnochlonnych krwi pepowinowej

w warunkach hipoksji-reoksygenacji in vitro"

Niedotlenienie okotoporodowe jest zespotem objawéw wynikajacym z hipoksji ptodu i w
zalezno$ci od stopnia nasilenia i czasu trwania moze prowadzi¢ do powaznych skutkow
klinicznych, w tym nieodwracalnego uszkodzenia uktadu nerwowego i zgonu. Jak wykazano na
drodze modeli doswiadczalnych, zaréwno in vitro jak i in vivo, procesy hipoksji-reoksygenacji
moga prowadzi¢ do szeregu niekorzystnych zmian metabolicznych i spadku przezywalnosci
komoérek roznych typéw. W przypadku granulocytéw obojetnochtonnych sg one silnymi
bodzcami prowadzacymi do ich aktywacji — pobudzone neutrofile wykazuja obnizong
odksztatcalno$¢, nasilong zdolno$¢ do przywierania i agregacji, a uwalniane z nich reaktywne
formy tlenu i enzymy proteolityczne mogg istotnie zaburzaé strukture i funkcje $rédbtonka
naczyniowego. Nalezy w tym miejscu zauwazy¢, iz wptyw proceséw hipoksji-reoksygenacji na
funkcje tych komoérek badano dotychczas przede wszystkim z wykorzystaniem komoérek
izolowanych od oséb dorostych. Granulocyty noworodka wykazuja w stosunku do nich szereg
réznic: charakteryzuja sie mniejsza zawartoscig ziarnistosci, obnizona reakcja na czynniki
chemotaktyczne, nizszg dostepnoscig receptorow CR3, mniejszym stopniem wydzielania cytokin
i chemokin oraz mniejsza produkcja enzymatycznego NO. Wpltyw lekow na neutrofile
noworodka w warunkach hipoksji-reoksygenacji nie byt dotychczas przedmiotem licznych
badan. Niewiele wiadomo réwniez o potencjalnym oddziatywaniu w tym zakresie lokalnych
anestetykow, powszechnie przeciez wykorzystywanych w potoznictwie w celu u$mierzania bolu
porodowego. W zwigzku z tym, podjeta przez Doktorantke tematyka pracy jest niezwykle istotna
dla bezposredniego zrozumienia roli jakg mogg peni¢ neutrofile noworodka w skutkach

klinicznych proceséw hipoksji-reoksygenacji w okresie okotoporodowym, a takze dla
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sprawdzenia czy rola ta moze ulega¢ modyfikacji pod wplywem anestetykéw lokalnych

stosowanych u rodzacych kobiet.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 107 stron i ma klasyczny uktad. Skiada
sie z 9 rozdziatléw, obejmujgcych kolejno wstep, zatozenia i cele pracy, opis wykorzystanych
materiatow i metod, wyniki, dyskusje oraz wnioski, ponadto streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz pismiennictwo. W pracy Doktorantka zamiescila rowniez spis rycin i tabel oraz

wykaz stosowanych skrotow, a takze zgody komisji bioetycznej na wykonanie badan.

Obszerny, 30-stronicowy wstep zostal podzielony na 3 podrozdziaty. W pierwszym z nich
Doktorantka przedstawita najwazniejsze zagadnienia dotyczace zjawiska hipoksji-reoksygenacii,
poswigcajac sporo miejsca na doktadne wyjasnienie roli reaktywnych form tlenu i azotu w
uszkodzeniu reoksygenacyjnym i reperfuzyjnym. Nastgpnie scharakteryzowata granulocyty
obojetnochtonne i opisata funkcjonowanie tych komoérek w warunkach hipoksji-reoksygenacii.
Kolejny, ostatni podrozdziat, Autorka poswiecita na scharakteryzowanie lokalnych anestetykéw i
krétkie wyjasnienie mechanizmu ich dziatania znieczulajacego, opisala réwniez efekty dzialania
anestetykdw lokalnych na przebieg reakcji zapalnej (w tym funkcjonowanie granulocytow
obojetnochtonnych), takze w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym. Rozdziat ten jest
napisany w sposob ciekawy i wyczerpujacy, stanowi dobre wprowadzenie do dalszej czgsci

rozprawy doktorskie;j.

W rozdziale drugim Doktorantka przedstawita zatozenia i cele pracy. Sformutowata 3 cele
ogdlne, z ktoérych najistotniejszy jest ostatni, dotyczacy zweryfikowania hipotezy o modulujgcym
wplywie anestetykow lokalnych na wewnatrzkomérkowa produkcje RFTiN w granulocytach
obojetnochtonnych petnej krwi pgpowinowej i dorostych osobnikéw, w zaleznosci od rodzaju i
stezenia anestetyku oraz czasu trwania reoksygenacji. Ponadto Autorka sformutowata takze cele
szczegbdlowe, ktére w sposob precyzyjny okreslaja zakres i sposéb wykonania planowanych

analiz.

Rozdziat "Materiat i metody" zostal podzielony na kilka podrozdziatéw, zawierajacych
informacje dotyczace zgody komisji bioetycznej na wykonanie badan, wykazu zastosowanych
odczynnikéw, pobierania krwi do badan, inkubacji krwi z anestetykami, modelu hipoksji-
reoksygenacji in vitro, stymulacji granulocytow przez PMA, cytometrycznej oceny
wewngtrzkomoérkowej produkeji RFTIN, oznaczenia réwnowagi kwasowo-zasadowej oraz
analizy statystycznej. Ta cze$¢ pracy zostala opracowana bardzo doktadnie, a kilka jej elementéw
zashuguje na szczeg6lne podkreslenie. Na potrzeby badan Autorka samodzielnie skonstruowata
komore hipoksyczng, wykorzystujac metode Wright'a i Shay'a, ale wprowadzajac tez liczne

wiasne modyfikacje majace na celu zwigkszenie szczelnoscei i poprawg wydajnosci jej dziatania.
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Doktorantka prawidtowo dobrata stezenia poszczegdlnych anestetykéw do zaplanowanych badan
i dobrze to umotywowata. Najnizsze uzyte stgzenia odpowiadaty tym obserwowanym we krwi
pepowinowej noworodkow, u ktdrych matek podczas porodu wykonano blokady centralne, a z
kolei najwyzsze moga wystepowac lokalnie w tkankach objetych znieczuleniem regionalnym u
dorostych. Roéwniez czas inkubacji prob w warunkach hipoksji/reoksygenacji zostat dobrany w
sposob przemyslany, odpowiadajacy reakcji dwufazowego wzrostu adhezji granulocytéow do
komorek s$rodblonka w okresie wczesnej i poOznej reoksygenacji. Metody statystyczne
zastosowane w pracy zostaly w sposob szczegdtowy omoéwione, dobrano je w sposob
prawidtowy, w zaleznosci od tego czy rozktad zmiennych odbiegal badz nie od krzywej Gaussa.

7Z obowigzku recenzenta chcialabym zwrécié uwage na kilka szczegdtow
metodologicznych, ktére wymagajg wyjasnienia. Jak wynika ze zgdd komisji bioetycznej,
doswiadczenia na potrzeby recenzowanej rozprawy doktorskiej prowadzone byly od drugiej
potowy 2011 roku do czerwca 2017 roku. Szkoda, ze przez ten relatywnie diugi czas trwania prac
badawczych udato sie zgromadzi¢ i poddaé analizie tylko 16 prob krwi pepowinowej i roOwniez
16 od dorostych ochotnikéw. Ochotnicy zrekrutowani do badan zostali opisani jako zdrowi,
niepalgcy mezczyzni w wieku 20-38 lat. Autorka nie podata jednak dokladnie kryteridw
wlgczenia ich do badan, nie wiadomo wigc na jakiej podstawie mezczyZzni uznawani byli za
zdrowych. W zwigzku z tym prositabym Doktorantke o wyjasnienie tej kwestii w trakcie obrony
pracy. Ponadto, metodologia badan bylaby tatwiejsza do przesledzenia dla czytelnika, gdyby
Doktorantka zamiescita schemat obrazujacy krok po kroku kolejne etapy eksperymentu. Warto
rozwazy¢ przygotowanie takiego schematu, w przystepny sposoéb obrazujacego czasy inkubacji,
zastosowane stezenia i warunki tlenowe, przy przygotowaniu publikacji do czasopisma

naukowego.

Na pochwate zashuguje zastosowanie przez Doktorantk¢ modelu eksperymentalnego z
zastosowaniem petnej krwi. Zdecydowana wickszo$¢ badan in vitro, skupiajacych si¢ na funkcji
elementow morfotycznych krwi, wykorzystuje izolowane populacje wybranych komorek. Chod
podejscie to umozliwia szczegdtowe przesledzenie mechanizméw zachodzacych w wybranym
typie komérek, nie pozwala na zrozumienie jak mechanizmy te moga by¢ modyfikowane przez
inne autologiczne komponenty komérkowe i surowicze. W zwiazku z tym, model pelnej krwi
moze w bardziej doktadny sposéb odzwierciedlaé rzeczywista sytuacje oddzialywania proceséw
hipoksji-reoksygenacji na ludzkie neutrofile i ich modyfikacji przez lokalne anestetyki. Zalety
modelu pelnej krwi in vitro podkreslane byly zresztg w literaturze przez innych badaczy, przede
wszystkim toksykologéw doswiadczalnych. Typows cecha zastosowanego modelu jest natomiast
duza zmienno$¢ wynikoéw wzgledem warto$ci przecietnej, co zreszta dobrze uwidacznia réwniez,
przedstawiony przez Doktorantke na rycinach, rozstgp ¢wiartkowy. Niekoniecznie jest to wada

modelu pelnej krwi, a raczej wskazanie, iz wyniki uzyskane w badaniach na izolowanych
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populacjach komérkowych nalezy traktowaé z pewng dozg ostroznosci — nie odzwierciedlajg one
bowiem ztozonosci procesow i interakcji zachodzacych w srodowisku, w ktorym fizjologicznie
si¢ znajdujg. Z drugiej strony, duza zmienno$¢ wynikéw, ktorej mozna si¢ spodziewaé¢ w modelu
pelnej krwi, wymusza niejako konieczno$¢ przeprowadzenia duzej liczby niezaleznych
powtdrzen. Z tego powodu, ponownie stwierdzam, iz liczebnos¢ uzyskanych do badan prébek

krwi mogta by¢, w prowadzonym przez Doktorantke badaniu, wigksza.

Uzyskane wyniki zostaly obszernie i doktadnie opisane, dodatkowo zilustrowano je 9
rycinami i 9 tabelami, ktére bardzo dobrze uzupelniaja tekst. Ryciny sa starannie opracowane i
majg zwartg forme, jednak zastosowanie réznej skali na osi Y (np. rycina 4-1 i 4-3) w
poszczegdlnych ich czesciach nieco utrudnia interpretacje wynikéw. W tabeli 4-1 zestawiono
dane poloznicze i charakterystyke noworodkéw, od ktérych pobrano krew pepowinowa. Z
danych tych wynika, ze podczas porodéw 8 noworodkéw zakwalifikowanych do badan nie
zastosowano zadnej analgezji, a w pozostatych zastosowano metode wziewna Entonox (3
przypadki), dozylne podanie paracetamolu (2 przypadki), metode taczong (paracetamol/entonox,
2 przypadki) oraz elektrostymulator TENS (1 przypadek). Z przegladu literaturowego nie
wynika, by czynniki te mogty mie¢ wptyw na funkcje ludzkich neutrofili, niemniej jednak byloby
wskazane, by informacja taka znalazta sie w pracy. W przeprowadzonych badaniach nie
wykazano istotnych statystycznie zmian pomigdzy produkcja RFTiN w warunkach normoksji
oraz hipoksji-reoksygenacj w niestymulowanych granulocytach (zaréwno we krwi pepowinowe;j
jak i dorostych ochotnikéw), natomiast w granulocytach stymulowanych PMA produkcja byta
nizsza w komorkach poddanych ekspozycji na hipoksjg-reoksygenacje. Ponadto uzyskane przez
Doktorantke wyniki wskazuja, ze dtuzszy czas inkubacji, zar6wno w warunkach normoksji jak i
hipoksji-reaksygenacji, powodowat w stymulowanych granulocytach nizszg produkcje RFT, a
wyzszg RFN. Badane przez Doktorantke anestetyki, czyli bupikawaina, lidokaina i ropiwakaina,
w warunkach hipoksji-reoksygenacji powodowaly w wiekszosci przypadkéw wzrost produkcji
RFT w granulocytach krwi pepowinowej i 0séb dorostych, zaréwno niestymulowanych jak i
stymulowanych PMA, cho¢ zmiany te nie byly odnotowane przy kazdym z analizowanych stezen
poszczegblnych anestetykow oraz czasow trwania reoksygenacji. W przypadku RFN zmiany
wykazano wylgcznie w granulocytach stymulowanych PMA. Najwyzsza wewnatrzkomérkowsg
produkcje zarowno RFT jak i RFN obserwowano w granulocytach inkubowanych z ropiwakaing.
Doktorantka nie poddata analizie wptywu anestetykéw lokalnych na granulocyty w warunkach
normoksji, cho¢, jak nadmienia, badania takie (z Jej udzialem) wykonano w ramach
wezesniejszych prac badawczych. Wyniki tych badan nie zostaty jednakze wigczone do rozprawy

doktorskiej, cho¢ Autorka w dyskusji bezposrednio si¢ do nich odnosi.
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Uzyskane wyniki poddane zostaly dyskusji, w ktérej Doktorantka szczegétowo omawia
wplyw czasu hipoksji-reoksygenacji na granulocyty obojetnochionne, r6znice migdzy
granulocytami krwi pepowinowej i oséb dorostych oraz wpltyw anestetykoéw lokalnych na
produkcje RFTIN przez te komorki. Bardzo ciekawa obserwacja jest obnizona produkcja RFT w
warunkach hipoksji-reoksygenacji — stoi bowiem w opozycji do dominujgcego pogladu, wedtug
ktérego warunki te sprzyjaja aktywacji neutrofili, uwalnianiu przez nie RFT i powstawaniu
uszkodzen $rédblonka naczyniowego. Jak sugeruje Doktorantka, moze to wynikaé z
zastosowanego modelu petnej krwi nieekwilibrowanej, w ktérym rzeczywiste tempo narastania
bodzca hipoksycznego i podzniejszej reoksygenacji moglo by¢ znacznie wolniejsze niz w
przypadku modeli wykorzystujacych izolowane populacje komoérek. Niestety, okreSlenie
rzeczywistego stopnia hipoksji w prébach nie zostato przeprowadzone. Jak ttumaczy Autorka,
otwarcie komory hipoksycznej wigzaloby sie z reekspozycja na warunki normoksji. Nalezy
jednak zauwazy¢, iz istnieje mozliwo$¢ pomiaru poziomu tlenu w warunkach in vifro - w tym
celu wykorzystuje si¢ specjalne sondy tlenowe o niewielkiej $rednicy prébnika. Warto wige
rozwazy¢ ich zastosowanie w kolejnych badaniach, zaréwno do okreslenia poziomu hipoksji jak i

reoksygenacji.

Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw Doktorantka sformulowala w sposob
prawidlowy 1 uzasadniony 3 wnioski, ktére odpowiadaja zatozonym celom rozprawy. Jedynie
stwierdzenie, ze modulujgcy wptyw lokalnych anestetykéw na produkcje RFTiN w warunkach
hipoksji-reoksygenacji w granulocytach krwi pepowinowej nie ma znaczenia klinicznego jest w
moim odczuciu nadinterpretacjg wynikdéw rozprawy — przedstawiona do oceny praca ma bowiem
tylko i wylacznie charakter eksperymentalny. Poza tym najnizsze st¢zenia zastosowanych
anestetykow, ktore jak pisze Autorka odpowiadaja tym obserwowanym we krwi pepowinowe;j
noworodkéw, u ktérych matek podczas porodu wykonano blokady centralne, wywotywaly
istotne statystycznie zmiany w produkcji RFT (w przypadku ropiwakainy i lidokainy w
komorkch stymulowanych PMA, w przypadku bupikawainy - niestymulowanych) oraz REN (w
przypadku ropiwakainy i lidokainy w komérkch stymulowanych PMA).

Cytowane pismiennictwo obejmuje 176 pozycji, wylacznie anglojezycznych, i jest

prawidtowo dobrane. Ponad 100 pozycji to prace z ostatniego dziesieciolecia.

Praca jest przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim, cho¢ nieliczne btedy

literowe i interpunkcyjne uszty uwadze Doktorantki.

Reasumujgc uwazam, ze Doktorantka wykazata sie umiejetnosciag doboru wiasciwych
metod oraz formulowania celéw badawczych, krytycznej analizy i dyskusji wynikéw oraz

prawidtowego wnioskowania. Przeprowadzone badania niewgtpliwie wnosza istotny wkiad w
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obecny stan wiedzy na temat wptywu lokalnych anestetykéw na produkcje reaktywnych form
tlenu i azotu przez granulocyty obojetnochtonne w warunkach hipoksji-reoksygenacji, zastuguja

na kontynuacje i opublikowanie wynikéw na famach czasopisma naukowego.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Czerniak
posiada wysokie walory poznawcze i w petni odpowiada kryteriom stawianym rozprawom na
stopien doktora zgodnie z art.13 ust 1 ustawy z dnia 13 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz.595 z
pozn. zm.). Wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego I Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o jej przyjecie oraz dopuszczenie Pani mgr inz.

Katarzyny Czerniak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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