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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Piotra Olbromskiego
» Wplyw ozonu na uwalnianie mikroczastek pochodzenia erytrocytarnego,
leukocytarnego, plytkowego i Srédblonkowego raz na wybrane parametry ukladu
hemostazy”

Niniejsza recenzj¢ rozprawy doktorskiej lek. Piotra Olbromskiego ,,Wplyw ozonu na
uwalnianie mikroczgstek pochodzenia erytrocytarnego, leukocytarnego, pltytkowego i
srodblonkowego oraz na wybrane parametry uktadu hemostazy” sporzadzilem w wykonaniu
uchwaly Rady Wydzialu Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w
Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z dnia 24.1.2017.

Przedlozona mi do oceny rozprawa jest poswigcona badaniom wplywu ozonowania
krwi na generacj¢ mikroczastek i niektére wskazniki uktadu krzepnigcia. Ozonowanie krwi
pobranej od pacjenta przed zwrotnym podaniem jej dawcy (autohemoterapia) nie jest
wykonywane powszechnie (w Polsce jest to czgsto procedura komercyjna oferowana przez
rézne niepubliczne placowki opieki zdrowotnej), choé istnieja doniesienia o korzystnym jej
wplywie na przebieg réznych choréb i zespoléw objawowych. Istotne znaczenie praktyczne
majg badania okreslajace bezpieczenstwo ozonowania krwi oraz wplyw tego zabiegu na jej
wiasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne. Pomimo prowadzonych na ten temat badan
nasza wiedza dotyczaca tego zagadnienia jest wcigz niepelna. W szczegdlnosci, nie jest jasny
wplyw ozonowania krwi na jej potencjat koagulacyjny. Bardzo ciekawym i jak dotychczas nie
zbadanym zagadnieniem jest wplyw ozonowania krwi na tworzenie mikroczastek, czyli
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obecnych w osoczu pecherzykéw fosfolipidowych, powstalych z blon komérkowych
komoérek krazacych i $rédblonkowych. Dlatego tez temat badan podjetych przez Doktoranta
jest niewatpliwie bardzo nowatorski i wazny praktycznie.

Recenzowana rozprawa doktorska jest opracowaniem zwartym - oprawionym
wydrukiem komputerowym zawierajacym sze$édziesigt siedem ponumerowanych stron. Jej
uktad jest typowy dla tego rodzaju opracowar i zawiera rozdziaty: spis tresci, wykaz skrotow,
wstep, cel pracy, material i metody, wyniki badan, dyskusja, obserwacje i wnioski,
streszczenie w jgzyku polskim i angielskim oraz wykaz pismiennictwa.

Rozdziat ,,Wstep” zawiera przeglad pismiennictwa dotyczacego badanych zagadnien i
mozna go podzieli¢ na dwa bloki tematyczne. Podrozdziaty 1.2 — 1.5 zawierajg omowienie
mikroczgstek: ich powstawania oraz roli biologicznej w fizjologii oraz w r6znych stanach
patologicznych. Pierwsza strona omawianego rozdziatu oraz podrozdziaty 1.6 i 1.7 zostaly
poswigcone wiasciwosci ozonu, miejscu ozonowanej krwi w medycynie oraz wplywowi
ozonowania krwi na jej aktywnos¢ prokoagulacyjng. Caty omawiany rozdziat jest dobrym
wprowadzeniem czytelnika do badanych zagadnien, a réwnoczesnie dowodzi umiejetnosci
korzystania przez Doktoranta z pi$miennictwa naukowego oraz Jego dobrej znajomosci
badanych zagadnien. Doktorant jednak nie ustrzegl sie pewnych niescistosci. Cytujac na
stronie 21 pracg Li i wsp. (poz. 27 spisu pi$miennictwa) pisze On, Ze ozonoterapia
spowodowala u badanych pacjentéw obnizenie wartosci klirensu kreatyniny. Takie
sformutowanie jest co prawda zamieszczone w ostatnim zdaniu streszczenia przedmiotowej
pracy, ale bardziej szczegélowa analiza wynikéw wskazuje, ze w badanej przez autoréw
grupie ten klirens najpierw si¢ poprawil, natomiast w drugim punkcie czasowym obnizy? sig,
nie rozniac si¢ jednak istotnie od wartosci wyjsciowej. Podsumowanie wynikow tej pracy w
sposob, w jaki to zrobil Doktorant, moze sprawi¢ wrazZenie, ze autohemoterapia u pacjentow
chorych na dng¢ moczanowa pogarsza czynnos¢ filtracyjng nerek. Na stronie 19 Doktorant
przytacza pracg Vinnik i wsp (poz. 19 spisu pismiennictwa) piszac, ze jest ona poswigcona
wplywowi autohemoterapii krwig ozonowana na proces gojenia ran u chorych na cukrzyce
typu II, natomiast opis samej pracy sugeruje, ze ozon byt podawany miejscowo. Znalaziem
tez kilka nieprawidlowych sformulowan, jak ,skrzepy” zamiast »zakrzepy” (str. 15),
»hemoglobina glikolizowana” zamiast ,,glikolowana” czy ,stezenie” zamiast ,,aktywnosci”
enzyméw watrobowych. Niezrgcznie tez brzmi sformutowanie ,,...wymaga przeprowadzenia
wigkszej ilosci badan™ (str. 23) — stowo ,,ilo$¢” jest uzywane w odniesieniu do rzeczownikéw
niepoliczalnych, natomiast w polgczeniu z rzeczownikami policzalnymi powinno si¢ méwié

Lliczba”.



Cel pracy jest sformutowany w postaci trzech punktéw, dajacych si¢ strescié¢ jako
ocena wplywu ozonowania krwi na uwalnianie mikroczasteczek réznego pochodzenia i
wybrane parametry uktadu krzepniecia, oraz zwigzku pomigdzy uwalnianiem mikroczastek a
zmianami wskaznikow hemostazy. Takie sformulowanie celéw pracy jest w pelni
uzasadnione aktualnym stanem wiedzy i wynika logicznie z danych pismiennictwa
przedstawionych w poprzednim rozdziale pracy.

W rozdziale 3 Doktorant przedstawia grupe badang, kt6ra stanowito 20 zdrowych
mezczyzn nie obcigzonych chorobami mogacymi mieé wpltyw na powstawanie mikroczgstek
oraz metodyk¢ badan: ozonowanie krwi, cytofluorometryczne okreslanie liczby
mikroczgsteczek  pochodzenia  erytrocytarnego,  plytkowego, leukocytarnego i
srodblonkowego z zastosowaniem specyficznych przeciwcial, oraz oznaczanie podstawowych
wskaznikéw hemostazy (APTT, PT, st¢zenie fibrynogenu i D-dimeréw). Doktorant badat
powyzsze parametry we krwi kontrolnej, napowietrzanej oraz ozonowanej w dwéch
konicowych stezeniach ozonu we krwi. Dobér metod jest adekwatny do celéw badan i nie
budzi zastrzezen. Mam tu jedynie uwage terminologiczna — okreslenie ,.czas PT” i »CZas
APTT” jest pleonazmem, gdyz akronimy PT (Prothrombin Time) i APTT (Activated Partial
Thromboplastin Time) zawieraja juz w swoim skladzie stowo ,.czas”. Uzyskane wyniki
ilosciowe zostaty poddane opracowaniu statystycznemu za pomocg metod parametrycznych
opartych na analizie wariancji. W podrozdziale ,,Analiza statystyczna” Doktorant nie podaje,
w jaki spos6b bada zwigzek pomigdzy zmiennymi ilosciowymi. Z nastgpnego rozdziatu
wynika, ze ocenia go za pomoca wspdlczynnika korelacji Pearsona (r), ktérego statystyka
rowniez oparta jest na metodach parametrycznych. Domniemywam, ze Doktorant sprawdzil
spelnienie warunkéw stosowalnosci metod parametrycznych, szczegOlnie w zakresie wymogu
normalnosci rozkladu badanych zmiennych, co jest bardzo istotne biorgc pod uwage mala
liczebnos¢ probek. Z uwagi na t¢ liczebnosé sugerowatbym skorzystanie raczej z metod
nieparametrycznych nie stawiajgcych wymagan co do charakteru rozkladu zmiennych.

Rozdziat ,,Wyniki” mozna podzieli¢ si¢ na badanie zwiazku pomigdzy ozonowaniem
krwi a wskaznikami krzepnigcia, tworzeniem mikroczgsteczek, zwiazku pomiedzy
wskaznikami krzepnigcia a tworzeniem mikroczasteczek oraz wzajemnych zwigzkéw
pomigdzy liczbg (nie iloscig, jak pisze Doktorant) mikroczasteczek réznego pochodzenia.
Doktorant stwierdzil, ze w ozonowaniej krwi wyzsze jest, w stosunku do grupy kontrolnej,
st¢zenie D-dimeréw, dtuzszy czas protrombinowy oraz APTT, natomiast nizsze jest stezenie
fibrynogenu. We krwi ozonowanej wyzsza niz w grupie kontrolnej byla tez liczba
mikroczgsteczek  pochodzenia  erytrocytarnego, leukocytarnego,  plytkowego i
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$rodblonkowego. Doktorant wykazatl tez silny wzajemny zwigzek pomigdzy liczbg
mikroczasteczek réznego pochodzenia. Wyniki badan sg przedstawione w formie czytelnych
wykreséw. Wykresy dotyczace poréwnan badanych zmiennych pomigedzy grupami zawieraja:
mediang, warto§¢ minimalng i maksymalng, zakres wartosci drugiego i trzeciego kwartyla
oraz poziom istotnosci, a w legendzie warto$¢ p. Wykresy zwigzkéw pomi¢dzy zmiennymi
ilosciowymi zawierajg warto$¢ wspolczynnika korelacji r, a w legendzie warto$¢ p. Z uwagi
na to, ze zmienne byly poréwnywane metodg analizy wariancji, bardziej celowe byloby
umieszczenie na wykresach wartosci $rednich oraz odchylefi standardowych, a ponadto te
wartosci powinny by¢ podane w tekscie badZ w opisie wynikow badz w formie tabeli.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorant omawia uzyskane wyniki z uwzglednieniem
danych piSmiennictwa dotyczacych dzialania ozonu na komoérki i na zjawiska
patofizjologiczne oraz wplywu mikroczastek na hemostaze. Lektura tego rozdzialu utwierdza
czytelnika w przekonaniu o dogl¢bnej znajomosci przez Doktoranta badanych zagadnien.
Doktorant wykazuje tu dojrzalo§¢ naukowa wyrazajaca si¢ umiejetnoscia wiasciwej
interpretacji literatury dotyczacej badanych zagadnien, krytycznej oceny wiasnych wynikéw
badan i wyciagania z nich wlasciwych wnioskéw. Chciatbym jedynie zwréci¢ uwage na
nietrafne sformulowanie, dwukrotnie uzyte w omawianym rozdziale (str. 46 i 49) i w
rozdziale ,obserwacje i wnioski’ (pkt.3), ze wzrost ilo$ci mikroczastek jest wprost
proporcjonalny do dawki ozonu. Prosta proporcjonalno$é¢ pomiedzy dwiema zmiennymi
ilosciowymi jest matematycznym okresleniem zjawiska polegajgcego na tym, ze zwigkszeniu
jednej zmiennej towarzyszy zwigkszenie drugiej o ten sam wspoOiczynnik. Przedstawione
przez Doktoranta dane nie pokazuja natomiast istnienia takiej wlasnie zaleznosci pomiedzy
omawianymi zmiennymi, pozwalaja jedynie na sformulowanie, ze efekt ozonowania na
tworzenie mikroczastek jest zalezny od dawki ozonu. Niejasne i troche trudne do zrozumienia
jest tez zdanie ,,Moze to wskazywaé na brak swoistosci co do komoérek wplywu ozonu na
uwalnianie mikroczgstek” (str. 46) — czytelnik musi si¢ domyslaé ,,co autor chcial przez to
powiedziec”.

Rozdzial ,,obserwacje i wnioski” zawiera pig¢ punktdéw, logicznie wynikajgcych z
przedstawionych i szczegélowo omoéwionych wynikéw badan. Poza zasygnalizowanymi
wyzej zastrzezeniami do punktu 3 chcialbym tylko zasugerowaé zltagodzenie zbyt
kategorycznego sformutowania punktu 1, ze ,,0zonowanie krwi hamuje krzepnigcie krwi i
aktywuje fibrynoliz¢”. Na stwierdzone wydtuzenie APTT i PT mogg mie¢ bowiem wplyw
czynniki inne niz zahamowanie tworzenia si¢ wloknika; w szczegélnosci, te oznaczenia sg

bardzo wrazliwe na bledy przedlaboratoryjne jak chociazby zbyt dlugie przechowywanie
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probki. Fibrynoliza natomiast zostata w pracy oceniona za pomocg tylko jednego, stosunkowo
malo specyficznego wskaznika, jakim jest stezenie D-dimeréw. Dlatego tez proponuj¢ ten
wniosek sformutowa¢ raczej jako hipoteze niz jako udowodniony fakt. Wazny praktycznie
jest wniosek w punkcie 5, ze przy kwalifikacji pacjenta do autohemoterapii ozonowang krwia
nalezy uwzgledni¢ mozliwe ryzyko nasilenia gotowosci prozakrzepowej krwi.

Rozprawg koniczy streszczenie w j¢zyku polskim i angielskim oraz spis pigc¢dziesieciu
Jeden pozycji pismiennictwa ulozonych wedhug kolejnosci cytowan, zawierajacych w
wigkszosci artykuly w jezyku angielskim, a takze artykuty w jezyku polskim, doniesienia
zjazdowe oraz ksigzki. Artykuly sg aktualne, dobrze dobrane i adekwatnie cytowane w tekscie
pracy.

Poczynione wyzej uwagi, do ktérych jestem zobowigzany z racji powierzonej mi
funkcji recenzenta, majag na celu pomoc Doktorantowi w udoskonaleniu opracowania i
prezentacji wynikéw badan w aspekcie przygotowania ich do publikacji, na co z calg
pewnoscig zastuguja. Uwagi te nie umniejszaja mojej pozytywnej oceny rozprawy. Jej
niewatpliwie najmocniejsza strong jest nowatorskie, oryginalne ujecie mato zbadanego
zagadnienia, jakim jest wplyw ozonowania krwi na jej wlasciwosci biologiczne. Realizujgc
pracg Doktorant wykazat si¢ solidng wiedza w zakresie transfuzjologii, medycyny klinicznej i
biologii komérek krwi. Doktorant udowodnil tez dojrzalo$¢ naukows, umiejetnosé
korzystania z pismiennictwa naukowego, planowania i realizacji badan w dziedzinie nauk
medycznych oraz poprawnej interpretacji ich wynikéw.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska lek.
Piotra Olbromskiego ,Wplyw ozonu na uwalnianie mikroczastek pochodzenia
erytrocytarnego, leukocytarnego, plytkowego i $rédblonkowego raz na wybrane
parametry ukladu hemostazy” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
wykazuje teoretyczng wiedz¢ Doktoranta w zakresie odpowiedniej dyscypliny naukowej oraz
umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;. Tym samym spetnia ona wszystkie
ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

Mam wig¢c zaszczyt i przyjemno$é wnioskowaé do Wysokiej Rady Wydzialu
Lekarskiego z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim
Uniwersyteta Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie lek. Piotra Olbromskiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Malalaitat

Prof. dr hab. Dariusz Wolowiec
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