Warszawa, dnia 07.05.2018

RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. Piotra Olbromskiego pt. ,,Wplyw ozonu na uwalnianie
mikroczgstek pochodzenia erytrocytarnego, leukocytarnego, plytkowego,
srédblonkowego oraz na wybrane parametry ukladu hemostazy” wykonanej pod

kierunkiem prof. dr hab. n. med. Piotra Radziwona

W przedstawionej do recenzji pracy Doktorant podjat sie oceny wptywu ozonowania
krwi pelnej na uwalnianie mikroczastek pochodzacych z erytrocytéw, leukocytéw, plytek
krwi i §rédblonka oraz ich wptywu na uktad hemostazy.

Praca ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich. Liczy ogbtem 67 stron i zawiera 51
pozycji piSmiennictwa, z ktérych wigkszo§¢ pochodzi z renomowanych czasopism
zagranicznych i byla opublikowana w ciagu ostatnich 10 lat. Praca napisana jest poprawnym
jezykiem i jest dobrze przygotowana pod wzgledem edytorskim. Tekst uzupetniony jest 21
rycinami. Czytanie pracy utatwia zamieszczony na poczatku ,,Wykaz skrotow”.

W liczacym 15 stron ,,Wstgpie” Doktorant opisuje budowe, pochodzenie, mechanizm
powstawania i dzialania oraz znaczenie kliniczne mikroczastek. Przedstawia réwniez
zagadnienie ozonowania krwi i jej znaczenie w medycynie. ,,Wstep” jest napisany w sposob
przejrzysty w oparciu o dobrze dobrane pi$miennictwo.

Doktorant w swojej pracy postawit do rozwiazania trzy podstawowe cele. Pierwszym
z nich byta ocena wptywu ozonowania krwi pelnej na uwalnianie mikroczastek pochodzacych
z erytrocytow (EMP), leukocytéow (LMP), plytek krwi (PMP) oraz komoérek §rodblonka
(SMP). Drugim celem byla ocena wptywu ozonowania krwi pelnej na wybrane parametry
uktadu hemostazy, za$ trzecim celem byla ocena korelacji iloéci generowanych pod wpltywem
ozonu mikroczasteczek z wybranymi parametrami uktadu hemostazy.

Materialem do badan byla krew zylna pobrana w ilosci 80 ml od 20 zdrowych oséb,
po wyrazeniu przez nich $wiadomej, pisemnej zgody na udziat w badaniu. Po pobraniu krew
rozdzielana byla na 4 czesci. Grupg kontrolng stanowila krew nie poddana procedurze
napowietrzania ani ozonowania (grupa K), druga grupe poddawano dzialaniu powietrza
atmosferycznego (grupa P), trzecia dziataniu ozonu w niskiej dawce (grupa O1), czwartg
dzialaniu ozonu w wysokiej dawce (grupa 02). W rozdziale ,,Materialy i metody” wskazane

byloby podanie informacji o uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie



badania, tym bardziej, ze dawcy probek krwi podpisywali $wiadomg zgode na udziat w
badaniu. W rozdziale ,,Materialy i metody” opisano szczegdlowo technike ozonowania krwi
podajac informacje, ze koncowe stgzenie ozonu w probkach krwi wynosito 15 i 30 pg/ml
odpowiednio dla grupy Ol 1 O2. Wyzej wymienione stgZenia ozonu nie sg spojne ze
stezeniami podawanymi w rozdziale ,,Wyniki”, ktore wynosity 30 i 60 pg/ml odpowiednio
dla grupy O1 i O2. Powyzsze rozbiezno$ci wymagaja wyjasnienia. Ilo§¢ mikroczastek na pl w
badanej probce byta wyliczana ze wzoru zamieszczonego na str. 28 w rozdziale ,,Materiaty i
metody”, wskazane byloby podanie Zrédla, z ktérego cytowany wzér pochodzi.

W rozdziale ,,Wyniki” Doktorant przedstawit wyniki przeprowadzonych analiz
statystycznych przy pomocy 21 rycin. Odnosnie wptywu ozonowania krwi pelnej na wybrane
parametry ukladu hemostazy zaobserwowano statystycznie istotny wzrost stezenia D-
dimeréw w pordéwnaniu do grupy kontrolnej (grupa K) oraz grupy poddawanej dziataniu
powietrza atmosferycznego (grupa P). Wydluzenie APTT w obu grupach poddanych
dziataniu ozonu w poréwnaniu z grupa K oraz grupa P bylo statystycznie istotne, aczkolwiek
niewielkie, nie wykraczajace poza zakres normy. Wydlizenie PT osiagnelo istotno$é
statystyczng tylko w grupie poddanej dzialaniu ozonu w dawce 60 pg/ml (grupa O2) w
poréwnaniu z grupa K, grupa P oraz grupa ozonowana dawka 30 pg/ml (grupa O1).
Odnotowano znaczacy statystyczne spadek stgzenia fibrynogenu w grupie poddanej dziataniu
ozonu w grupie O1 oraz grupie O2 w porownaniu z grupa K oraz grupg P. Spadek st¢zenia
fibrynogenu w grupie O2 w poréwnaniu z grupa O1 byl réwniez istotny statystycznie. W tym
miejscu cenna bylaby informacje nt. wartosci §rednich oraz odchylen standardowych dla
badanych parametréw, gdyz z rycin nie mozna w latwy sposéb odczytaé tych informacji. Nie
podano réwniez w tekScie zakresu normy dla poszczegblnych parametréw uktadu hemostazy,
co utrudnia interpretacjg, czy wydluzone czasy APTT i PT obserwowane w ozonowanych
probkach wykraczajg poza prawidtowy zakres. Co prawda ze zdania na str. 48 rozdziatu
»Dyskusja” mozna przeczytac, zZe ,,zmienione wartosci APTT, PT i fibrynogenu” miescity si¢
w granicach normy, ale dla przejrzystosci wynikow informacja ta powinna by¢ podana
rowniez w rozdziale ,,Wyniki”. Wydaje sig, Ze przy zastosowaniu czasu PT, badania wptywu
ozonowania na wskaznik INR nie dodaje nowych informacji w pracy, tym bardziej, ze zaden
ze zdrowych ochotnikéw nie przyjmowat pochodnych warfaryny.

W dalszej cze$ci rozdzialu przedstawione wyniki dotycza réwniez oceny wpltywu
ozonowania krwi pelnej na iloé¢ mikroczastek. W obu ozonowanych grupach w poréwnaniu z
grupa K oraz grupa P wykazano znamienny statystyczne wzrost ilosci PMP oraz EMP.
Réznica w ilosci PMP 1 EMP w grupie O2 w pordéwnaniu z grupa O1 byla rdwniez istotna



statystycznie. W obu grupach poddanych dziataniu ozonu oraz w grupie P odnotowano istotny
statystyczne wzrost iloci SMP oraz LMP w poréownaniu z grupa K. Ponadto wzrost iloéci
SMP w grupie 02 w poréwnaniu z grupa P réwniez byt istotny statystycznie, podobnie jak
wzrost ilosci LMP w grupach Ol i O2 w poréwnaniu z grupa P. Roznica w ilosci LMP
pomiedzy grupa Ol a grupa O2 tez byla istotne statystycznie. Wykazano ponadto, ze wzrost
iloSci mikroczastek generowanych z komérek krwi i érédblonka jest wprost proporcjonalny
od dawki ozonu oraz wykazano dodatnie korelacje pomiedzy ilo§ciami poszczegblnych
mikroczastek. Te nowatorskie obserwacje niewatpliwie wzbogacityby dodatkowe ryciny
prezentujace wyniki odczytu mikroczastek poszczegdlnych rodzajow w reprezentatywnych
probkach metoda cytometrii przeplywowej wykorzystanej w badaniu. Interpretacje
uzyskanych wynikéw utatwilyby réwniez precyzyjne informacje, na przyktad w formie tabeli,
opisujace wartosci $rednie wraz z odchyleniami standardowymi dla poszczeg6lnych rodzajow
mikroczastek, gdyz z przedstawionych rycin trudno jest te wartosci odczytaé.

Uzyskane wyniki wiasne Doktorant omawia w ,,Dyskusji” w kontekscie wynikow
opublikowanych przez innych Autorow. Podkresla réwnoczeénie, ze w przeprowadzonych
badaniach nie udalo si¢ wykazad statystycznie istotnej korelacji pomigdzy markerami uktadu
hemostazy oraz iloscia mikroczastek, a jedna z przyczyn tego faktu moze byé zbyt mata
liczebno$¢ badanych grup.

Na zakoficzenie Doktorant przedstawil 5 wnioskow. O ile wnioski od 2 do 4 sg
odpowiednio udokumentowane wynikami, o tyle wniosek nr. 1 mowiacy o tym, ze
ozonowania krwi pelnej hamuje krzepnigcie krwi i aktywuje fibrynolize jest wnioskiem
wykraczajacym poza uzyskane wyniki. Doktorant wykazat jedynie, ze w warunkach ex vivo
ozonowania pelnej krwi wplywa na wyzsze wartosci APTT, PT, fibrynogenu i D-dimeréw w
poréwnaniu z probkami kontrolnymi czy poddanymi napowietrzaniu, ale wedtug informacji
podanych w ,,Dyskusji” wartosci w/w parametréw nadal pozostawaly w granicach normy.
Aby wykaza¢ rzeczywisty wptyw ozonowania na hamowanie uktadu krzepniecia i aktywacje
fibrynolizy nalezaloby potwierdzi¢ jego wplyw réwniez w warunkach in vivo po przetoczeniu
pacjentowi ozonowanej krwi. Dlatego tez w opinii recenzenta wniosek nr. 1 wymaga
przeredagowania przed publikacja uzyskanych wynikow.

Po analizie rozprawy doktorskiej lek. Piotra Olbromskiego za najwazniejsze
osiggnigcie Doktoranta uwazam wykazanie, ze ozonowanie krwi pelnej zwieksza iloéé
generowanych z komorek krwi i $rédblonka mikroczastek, ktéra jest wprost proporcjonalna
do dawki ozonu. Zwigkszenie uwalniania mikroczastek moze potencjalnie zwiekszaé ryzyko

powikian sercowo-naczyniowych i zapalnych u pacjenta. Z drugiej jednak strony ozonowanie



moze wpltywaé korzystnie na utlenowanie tkanek i zmniejszenie stresu oksydacyjnego.
Niezwykle istotny moze by¢ réwniez potencjalny wplyw ozonowania na uklad hemostazy u
pacjenta, co moze by¢ interesujacym, dalszym kierunkiem badan.

Podsumowujgc pozytywnie oceniam przedstawiong rozprawe doktorskg. Doktorant
zrealizowal zalozone cele pracy. Praca zawiera aspekt poznawczy i moze stanowi podstawe
do dalszych badan.

Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku recenzje pracy 1 prosi¢ Wysoka Rade o dopuszezenie lek. Piotra

Olbromskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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