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Recenzja pracy doktorskiej na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych

i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauk o zdrowiu
mgr inz. Lukasza Ozoga

pod tytulem: ,,OCENA PRZYDATNOSCI NIEKONWENCJONALNYCH METOD
GENEROWANIA I WYKRYWANIA '0, W DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska lekarza Fukasza Ozoga oparta zostata na cyklu prac
i wykonana pod opieka promotora Pana dr hab. n. med. Davida Aebishera, Profesora
Uniwersytetu Rzeszowskiego, Kolegium Nauk Medycznych.
Tematem pracy doktorskiej mgr inz. Fukasza Ozoga jest ocena przydatnosci
niekonwencjonalnych metod generowania i wykrywania !0, w diagnostyce medycznej
Przedstawiona rozprawa doktorska omawia monotematyczny material, ktéry obejmuje wyniki
badan opublikowanych w trzech oryginalnych publikacjach na temat metod wykrywania
konsumowanego podczas terapii fotodynamicznej tlenu oraz wykorzystaniem ich w
diagnostyce medycznej, a takze dwoch publikacjach pogladowych na temat wykorzystania
terapii fotodynamicznej (PDT) oraz nowych metod generowania i wykrywania tlenu
singletowego. Cykl publikacji ma charakter innowacyjny w zakresie eksperymentalnej terapii
fotody-namicznej.

Rozprawa doktorska mgr inz. Lukasza Ozoga zostala przygotowana w oparciu o wyniki
wiasnych badan, ktérych rezultatem sg nastepujgce artykuty rozprawy doktorskiej:

1. Bartusik-Aebisher Dorota, Oz6g Lukasz, Aebisher David. Alternative methods of
photodynamic therapy and oxygen consumption measurements: A review. Biomedicine and
Pharmacotherapy. - 2021, Vol. 134, id. art. 111095 (IF: 6.529, MEiN: 100 pkt)

2. Domka Wojciech Krzysztof, Oz6g Lukasz, Bartusik-Aebisher Dorota, Aebisher David.
Fluorescence diagnostics and photodynamic therapy in cancer. Acta Poloniae Pharmaceutica.
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Drug Research. - 2020, Vol. 77, no. 4, s. 517-540 (IF: 0.330, MEiN: 70 pkt)

3. 0z6g Lukasz, Domka Wojciech Krzysztof, Truszkiewicz Adrian, Tabarkiewicz Jacek,
Aebisher David. Monitoring photodynamic oxygen consumption by endogenous oxygen
contrast MRI. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy. - 2019, vol. 25, p. 492-498 (IF:
2.894, MEIN: 70 pkt)

4. 0z6g Lukasz, Domka Wojciech Krzysztof, Bartusik-Aebisher Dorota, Aebisher David.
Larynx tumor tissue response to photodynamic therapy with Rose Bengal. Acta Poloniae
Pharmaceutica. Drug Research. - 2020, Vol. 77, no. 4, s. 581-586 (IF: 0.330, MEIN: 70 pkt)
5. Bartusik-Aebisher Dorota, Oz6g Fukasz, Domka Wojciech Krzysztof, Aebisher David.
Rose Bengal and future directions in larynx tumor photodynamic therapy. Photochemistry and
Photobiology. - 2021, doi.org/10.1016/j.biopha.2020.111095 (IF: 3.421, MEiN: 70 pkt)

Podstawe postepowania doktorskiego stanowi cykl prac sktadajacy si¢ z dwoch artykutow
przegladowych (1-2) oraz trzech pelnotekstowych, oryginalnych artykutow naukowych (3-3)
opublikowanych w czasopismach wydawanych w znaczacych wydawnictwach naukowych,
takich jak: Elsevier, Wiley-Blackwell, Polish Pharmaceutical Society. W trzech oryginalnych
pracach, wchodzacych w cykl prac, zostal wykorzystany material biologiczny w postaci
wycinkéw tkanek krtani oraz tarczycy pobranych od pacjentow Klinicznego Szpitala
Wojewodzkiego Nr 1 im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie. Badania z uzyciem tkanek ludzkich
zostaly zatwierdzone na mocy Uchwaty Nr143/B/2018 Komisji Bioetycznej Okrggowej Izby
Lekarskiej w Rzeszowie z dnia 22 listopada 2018r.

Autor przedstawil rozprawe w nastgpujacych rozdziatach:

Punktacja publikacji naukowych stanowiacych cykl

Publikacje sktadajace si¢ na cykl prac stanowigcych rozprawe doktorska
Omowienie prac wiaczonych do cyklu publikacji

Wyniki prac naukowych w trakcie otwartego przewodu doktorskiego 2019-2021
Podsumowanie

Lista publikacji 2017-2021 (nie wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej)
Rozdzialy w monografiach

Wykaz konferencji

Streszczenie rozprawy doktorskiej

10 Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim

11. Zataczniki

N Rl

Artykut zatytulowany ,,Alternative methods of photodynamic therapy and oxygen
consumption measurements: A review” stanowi przeglad badan nad niekonwencjonalnymi
metodami pomiaru zuzycia tlenu w trakcie terapii fotodynamicznej. W pierwszej czgsci pracy
opisana zostala terapia fotodynamiczna oraz mechanizm powstawania reaktywnych form tlenu.

Kolejne fragmenty pracy zawierajg opis zjawisk takich jak luminescencja, bioluminescencja,
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chemiluminescencja oraz zjawiska nadkonwersji jako alternatywnych metod generowania 'O,
do zastosowan biologicznych in vivo oraz zastosowania klinicznego rezonansu magnetycznego

do pomiaru konsumpcji tlenu.

Druga praca poglagdowa wchodzaca w cykl prac Doktoranta pt. ,,Fluorescence diagnostics and
photodynamic therapy in cancer” po$wigcona jest terapii oraz diagnostyce przy wykorzystaniu

$wiatla fluorescencji.

Trzecia publikacja, w ktérej Doktorant jest pierwszym autorem, pt. ,,Monitoring photodynamic
oxygen consumption by endogenous oxygen contrast MRI”, opublikowana w Photodiagnosis

and Photodynamic Therapy™ - 2019, vol. 25, p. 492-498 (IF:2.894, MEiN: 70 pkt), stanowi
prace oryginalng.

Autor wykonat badania na wycinkach tkanek nowotworowych oraz zdrowych krtani i jezyka.
Badanie zostalo przeprowadzone w celu oceny wykonalno$ci monitorowania fotokonsumpcji
tlenu przy uzyciu samego tlenu rozpuszczonego jako endogennego srodka kontrastowego MRI
przed i po akcji fotodynamicznej in vitro, wykorzystujac rezonans magnetyczny i laser
potprzewodnikowy MGL-III-532 nm/300 mW, wodoszczelny miernik tlenu Elmetron CPR-
411 oraz mikroskop Leica DM1000 LED wyposazony w kamere cyfrowa Leica DMC2900.
Doktorant mierzyt fotodynamiczne zuzycie tlenu za pomoca klinicznego skanera rezonansu
magnetycznego o mocy 1,5T, wykorzystujac zmiany czasu relaksacji spin-sie¢ w roztworach
wodnych. Czasy relaksacji T1 byty mierzone w zamknigtych probéwkach zawierajacych wode
nasycona powietrzem, tlenem i argonem. Pomiar odbywal si¢ po systematycznym
eksponowaniu prébek na dziatanie powietrza atmosferycznego. W przeprowadzonym badaniu
Doktorant potwierdzit, ze kliniczny skaner rezonansu magnetycznego umozliwia precyzyjny
pomiar zawartosci tlenu, poprzez wyznaczanie czaséw relaksacji T1.

W nastepnym etapie badania Autor dokonal pomiaru czasu T1 wycinkéw zdrowej oraz
nowotworowe;j tkanki krtani i tkanki tarczycy, u ktérych zastosowano PDT, a na podstawie
uzyskanych wynikéw Autor wykazal, ze dalszy wzrost czasu T1 na skutek naswietlania nie

zostat zaobserwowany, ze wzgledu na wyczerpanie tlenu w wyniku akcji fotodynamicznej .

W kolejnej pracy oryginalnej, w ktorej Doktorant jest pierwszym autorem, pt. ,,Larynx tumor
tissue response to photodynamic therapy with Rose Bengal”, opublikowanej w Acta Poloniae
Pharmaceutica. Drug Research. - 2020, Vol. 77, no. 4, s. 581-586 (IF: 0.330, MEiN: 70 pkt)



Doktorant wykazat, ze terapia fotodynamiczna z zastosowaniem fotouczulacza (PS)- rozu
bengalskiego (Rose Bengal) normalnych oraz nowotworowych tkanek krtani spowodowalo, iz
tlen zawarty w ich strukturze zostat zuzytkowany w trakcie akeji fotodynamicznej, co z kolei
zostato zarejestrowane w postaci wydluzenia czasu T2, a analiza obrazow histologicznych
wykazata, ze zastosowany w badaniu czas naswietlania pozwolit na uzyskanie efektu
terapeutycznego widocznego na obrazach mikroskopowych.

W ostatniej, z cyklu oryginalnej pracy, w ktorej Doktorant jest drugim autorem, pt. ,,Rose
Bengal and future directions in larynx tumor photodynamic therapy”, opublikowanej w
Photochemistry and Photobiology- 2021, doi.org/10.1016/j.biopha.2020.111095 (IF: 3.421,
MEIN: 70 pkt), Doktorant obrat cel, ktorym bylo sprawdzenie glebokosci penetracji
fotouczulacza w strukture tkanki krtani na przyktadzie tkanki prawidtowej i nowotworowej in
vitro. Przeprowadzenie analizy obrazow histologicznych postuzyto Doktorantowi do okreslenia
glebokosci penetracji PS oraz oceny efektow wywotanych podczas PDT.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw Doktorant wykazal, ze pomimo
odpowiedniego dostarczania zrodla Swiatta 1 wystarczajacej glebokosci penetracji tkanki przez
wigzke lasera, efekt PDT byt widoczny tylko na zewnetrznych warstwach tkanki krtani
(zaréwno w tkance prawidlowej, jak i nowotworowej), co wyraznie wskazuje na znaczenie
bezposredniego celowanego dostarczania fotouczulacza do tkanki w celu uzyskania

najlepszego efektu terapeutycznego.

Podsumownujac zasadnicze badania Doktoranta, materiat biologiczny stanowity wycinki tkanek
pobranych od 30 pacjentéw z nowotworami glowy i szyi Klinicznego Szpitala Wojewodzkiego
Nr 1 im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie. Badania z uzyciem tkanek ludzkich zostaty
zatwierdzone na mocy Uchwaty Nr 143/B/2018 Komisji Bioetycznej Okrggowej Izby
Lekarskiej w Rzeszowie z dnia 22 listopada 2018 roku. Badania przeprowadzono na Swiezo
wycietych probkach normalnej i nowotworowe;j tkanki krtani tarczycy w tacznej liczbie 30
probek zdrowej tkanki kontrolnej i 30 probek tkanki nowotworowe;.

Doktorant zastosowat fotouczulacz w postaci Rozu Bengalskiego, laser pétprzewodnikowy
MGL-III-532 nm/300 mW (CNI Lasers, Chiny) o dtugosci fali 532 nm oraz zrédio swiatta z
zakresu widzialnego w postaci lampy halogenowej o mocy 400W, a czas naswietlania wynosit
od 15 do 40 min. Przeprowadzono badania, ktérych celem byto osiggniecie efektu letalnego
komoérek nowotworowych, za pomoca fotouczulacza, tlenu i $wiatta laserowego. Doktorant

dokonat pomiaru penetracji fotouczulacza tkanki krtani in vitro oraz analizy zwigzanej z ocena
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zastosowania PDT w przypadku tego typu nowotworu. Przy wspélpracy z Klinicznym
Zaktadem Patomorfologii wykonane zostaty badania histopatologiczne tkanek uzytych w
eksperymencie. Analizy obrazéw histologicznych wykonano przy uzyciu mikroskopu LED
Leica DM1000 (LEICA Microsystems, Wetzlar, Niemcy).Doktorant uzyskal niezwykle
ciekawe wyniki- badanie histologiczne tkanek nowotworowych wykazato uszkodzenie jader
komérek nowotworowych krtani i tarczycy w wyniku PDT, po dostarczeniu fotouczulacza
bezposrednio do tkanki. Obrazy histologiczne wykazaty widoczny nablonek nowotworu z
obrazem piknozy komérkowej. Analiza mikroskopowa pokazata réwniez, ze po dostarczeniu
fotouczulacza na powierzchnie tkanki i przeprowadzeniu nagwietlania, na glebokosci wiekszej
niz 2 mm nie doszto do zabarwienia tkanki przez RB oraz, ze komérki na tej glebokosci nie
zostaly w zaden sposob uszkodzone. Zmierzone czasy T1 oraz T2 wykazaly skutecznosé w
ocenie konsumpcji tlenu w trakcie akcji fotodynamicznej poprzez ich wydtuzenie. Zastosowane
metody badawcze umozliwily Autorowi prac oceng skutecznosci dziatania terapii poprzez
mozliwos¢ oceny czasu naswietlania potrzebnego do skonsumowania tlenu obecnego w
strukturze tkanek. Sekwencja mapowania T2 umozliwila scharakteryzowanie tkanek krtani i
rozroznienie tkanki nowotworowej od tkanki normalnej. Efekt w postaci uszkodzenia komérek
po zastosowaniu PDT zarejestrowano tylko w tych warstwach tkanki, w ktérych fotouczulacz
bezposrednio oddziatywat z jej strukturg. A nasuwajacy si¢ wniosek z przeprowadzonych
badan jest taki, ze ukierunkowane dostarczanie fotouczulacza, bezposrednio do tkanki
umozliwitoby uzyskanie najlepszego efektu terapeutycznego.

Przedstawione przez Doktoranta badanie wykazato, ze PDT jest skutecznym zaréwno w
leczeniu pierwszoplanowym, jak tez jako alternatywny sposéb leczenia raka krtani i tarczycy.
Fotogenerowany tlen singletowy bedacy gléwnym czynnikiem odpowiedzialnym za martwice
komoérek podczas fotodynamicznej terapii raka doprowadzit do uszkodzenia komérek
rakowych, co potwierdzita analiza histopatologiczna. Do realizacji badan Autor wykorzystat
techniki oparte na obrazowaniu rezonansem magnetycznym oraz techniki laserowe i
spektrometryczne. Przytoczone prace cechuje interdyscyplinamy charakter badan z uwagi na
konieczno$¢ podjecia wspélpracy ze specjalistami z réznych dziedzin.

Przeprowadzone przez Doktoranta niezwykle zmudne i interesujagce badania wykazaly
potencjal terapii fotodynamicznej i rezonansu magnetycznego do rozwigzania problemu
leczenia, gdy guz wystepuje w miejscach chirurgicznie ztozonych, na przyktad gdy guzy sa
bezposrednio sgsiadujgce z narzadami takimi jak krtan czy tarczyca, co ma niezwykle istotne
znaczenie kliniczne przy ewentualnych probach leczenia pacjentéw z rakami krtani i tarczycy.
Bezposredni pomiar czasu relaksacji T1 oraz mapowanie T2 za pomoca MRI umozliwito

AN
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monitorowanie konsumpcji tlenu na skutek akeji fotodynamicznej oraz pozwolito na
zréznicowanie tkanki normalnej od nowotworowej. Przeprowadzone badania umozliwity
okreslenie granic stosowania PDT w strukturze tkanek oraz wykazaly si¢ przydatnym
narzedziem diagnostycznym.

Cato$é pracy doktorskiej mgr. inz. Lukasza Ozoga oceniam bardzo wysoko. Doktorant
przedstawil ciekawe wyniki badan w oparciu o dobrze dobrany model eksperymentalny  z
wykorzystaniem wysokiej klasy aparatury naukowo-badawczej. Autor pracy dowiodt tym
samym, ze potrafi przeprowadzi¢ wzorowo eksperyment naukowy a nastepnie opracowac
uzyskane wyniki badan i w sposéb przejrzysty przedstawi¢ je czytelnikowi.

7 obowiazku rtecenzenta rozprawy doktorskiej musze¢ jednakze zwroci¢ uwage na
pewne niedociagnigcia zauwazone przeze mnie w trakcie lektury manuskryptu. Ponizej
wymieniam nieécistosci Autora, a z koniecznosci 1 w zwiazku z rola recenzenta- wlasne uwagi
krytyczne, ktére jednak absolutnie nie umniejszaja wysokiej oceny, ktoéra wystawiam
Doktorantowi:

1. Cel pracy, material i metody, wyniki przeprowadzonych eksperymentéw , dyskusja

nie budza zastrzezen w publikacjach, zwlaszcza, ze zostaly opublikowane w
renomowanych czasopismach i uzyskaty pozytywne recenzje. Warto jednak byloby,
aby Doktorant, wprowadzajac czytelnika w cykl prac stanowigcych jego Rozprawe
Doktorska, czyli autorskg forme monografii, przedstawil na wstepie w postaci
krotkiej dysertacji cele, wyniki, wnioski, zanim przejdzie do dokladnego opisu
powyzszych publikacji.

2. W rozprawie zabraklo typowego podziatu na akapity, ktore zebratyby w cato$¢
wszystkie eksperymenty i nadaty im logiczna i sp6jng forme. Sprecyzowany jasno
cel prac, metody, wnioski, stanowigce odpowiedZ na obrane cele, niewagtpliwie
wzbogacityby Rozprawg, i pozwolity uzmystowi¢, zobrazowa¢ i w pelni doceni¢
ogromny trud Doktoranta na kazdym etapie prowadzenia badan, doceni¢ Jego
pomystowo$éé¢, samodzielno$¢, innowacyjnosc i oryginalnosc, o ktérych to cechach
dowiadujemy si¢ z zmudnie napisanych publikacji. Jest to niezbedna forma w
Rozprawie Doktorskiej, w ktorej Autor moze, juz poza publikacjami, przekazac
wiele informacji, wysuna¢ hipotezy i formutowa¢ wnioski, ktorych nie zawsze
mozna rozwinaé w lapidarnej formie naukowej publikacji. Wyodrebnienie
powyzszych skladowych Rozprawy i taki plan przekazu nadatby o wiele bardziej
pasjonujaca forme powyzszej Rozprawie, bo tak trzeba traktowac otrzymane przez

Doktoranta wyniki badan.
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3.

W pracy pojawiajg si¢ drobne bledy stylistyczne, interpunkcyjne, gramatyczne i
edytorskie
Autor pisze dysertacje raz w formie bezosobowej, natomiast Innym razem pojawiaja

si¢ rowniez zdania w formie czynnej, wiec proponuje ujednolicenie wypowiedzi.

Warte podkreslenia sa warto$ci naukowe i poznawcze powyzszej dysertacji, do ktorych

zaliczam:
1.

Trafnos¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalno$é oraz cigglosé
logicznego wywodu w poszczegdlnych publikacjach,

Poprawnos¢ w sformutowaniu zalozen badawczych.

Duze znaczenie uzyskanych rezultatéw dla nauki i praktyki, w tym mozliwosci ich
bezposredniego przetozenia na badania kliniczne i bezposrednie zastosowanie
praktyczne,

Generalnie poprawnos¢ formalno-jezykowa, stylistyczng i interpunkcyjna-
Doktorant postuguje si¢ poprawnym stownictwem, charakterystycznym dla prac
naukowych, medyczny jezyk angielski jest prawidtowy,

Trafnosé doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosci ich zastosowania -
Doktorant przedstawia w zatgczonych pracach doktadny opis calej procedury
badawczej oraz oznaczef poszczegélnych etapéw eksperymentu. Przedstawiona
charakterystyka wymienionych metod nie budzi zastrzezen.

Doskonatg oprawe edytorska publikacji — wyrazne, o duzej rozdzielczosci
1 kolorowe zdjecia obrazéw mikroskopowych tkanek

Wiasciwy dobér literatury i umiejetnosci wykorzystania zrodet bibliograficznych
Nowatorski i aktualny w aspekcie choréb cywilizacyjnych, a taki majg raki glowy
1szyi, charakter badan, ktérym jest rozszerzenie wskazan do zastosowania terapii
fotodynamicznej oraz mozliwosé zwickszenia jej skutecznosci zaréwno jako
metody z wyboru w leczeniu pierwszoplanowym, jak tez w leczeniu
adiuwantowym, badZ paliatywnym

Rozwojowy charakter pracy- Doktorant wielokrotnie na podstawie analizy
uzyskanych wynikéw zadaje pytania i inspiruje do rozszerzenia eksperymentow,
wyznacza kolejne etapy badan, aby dokladniej zgtebi¢ cel i odpowiedzieé na kolejne
kwestie i pytania pojawiajace sic i ewoluujace podczas przeprowadzanych

eksperymentéw.



Whniosek koncowy

Szczegotowa 1 wnikliwa ocena osiggnie¢ naukowo-badawczych mgr. inZ. Fukasza Ozoga
upowaznia mnie do wyrazenia wWysoce pozytywnej opinii. Dojrzaios’é naukowa Doktoranta
poparta jest zdolnoscig do analitycznego myélenia i trafnego wyciggania wnioskow. Rozprawa
doktorska udowadnia, ze mgr. inz. Lukasz Ozég jest dojrzatym pracownikiem naukowym, w
pelni zdolnym do realizowania samodzielnych, twérczych koncepeji naukowych zastugujacych

na stopien naukowy doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu.

Na podstawie wymienionych przeze mnie wysokich aspektéw naukowych i
poznawczych powyzszej dysertacji uwazam, ze rozprawa doktorska mgr. inz. Lukasza Ozoga
spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 1. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595, z p6Zniejszymi zmianami).

W zwiazku z tym wnosze do Rady Dyscypliny Uniwersytetu Rzeszowskiego Kolegium
Nauk Medycznych o kontynuowanie postepowania o nadanie mgr. inz. Fukaszowi Ozog
stopnia doktora nauk o zdrowiu. Jednoczesnie sktadam wniosek o jej wyréznienie, z uwagi na
wysoka warto$¢ naukowa i istotny wktad uzyskanych wynikow w rozwoj nauk medycznych

i nauk o zdrowiu.

Chordb Wewngtrznyd
i Medycyny Fizykainel .
$laskiego Uniwersytetu MedycZnego w Katowicash

prof. dr hab. n. med. Aleksandra Kawczyk-Kruphke

Bytom, 30.11.2021r. Aleksandra Kawczyk-Krupka



