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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Kamila Jurowskiego pt.
wZastosowanie technik chromatograficznych i spektrometrii mas oraz metod
biochemicznych do badania zaburzen lipidowych wywotanych modelowym lekiem z
grupy inhibitoréw proteazy HIV-1",

Praca wykonana zostata w Zaktadzie Chemii Analitycznej — Zespot Analiz
Toksykologicznych i Farmaceutycznych — Wydziatlu Chemii Uniwersytetu
Jagielloniskiego w Krakowie pod kierunkiem Prof. dr. hab. Wojciecha
Piekoszewskiego.

Cz¢s¢ badan finansowana byta z projektu”Changes in lipid profile in differentiating
human preadypocytes under the anti-HIV protease inhibitor”, ktéry byl realizowany
w University Hospital Regensburg, Imstitute of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine pod opiekq Prof.med. Gerda Schmitza.

Przedstawiona do oceny praca doktorska obejmuje 191 stron druku. Jej tresé
zostala poprawnie podzielona na 11 cze$ci/rozdziatow. Sa to: Wprowadzenie,
Rozdziaty opisujace AIDS i jego leczenie, Zaburzenia lipidowe jaki efekty uboczne
leczenia AIDS z wykorzystaniem PI HOV-1, Lipidomika, a w dalszej kolejnosci Cel

badan, Aparatura i materiaty, Metodyka badah biochemicznych, Metodyka oznaczen



zwiqzkéw lipidowych w badanych probach, Wyniki i ich omowienie, Posumowanie i
wnioski, Literatura, Zalgczniki, Streszczenie.

Przedtozona do oceny Dysertacja podaje réwniez dorobek naukowy
Doktoranta: dane bibliometryczne, wystapienia na konferencjach oraz publikacje.

Podany na poczatku Dysertacji wykaz stosowanych akroniméw ulatwia
czytanie pracy i zrozumienie zawartych w niej tresci. Nalezy jednak zauwazyc¢, ze
brak w nim kilku skrétow (np. ARW, CRABP-1, DAG, CTP, HDL, IMBX, LPL,
PCR, RTV, LPL, TAG, SFC, CE) uzytych w samej Dysertac;ji.

Dokumentacje w Pracy stanowig 84 ryciny/rysunki i 4 tabele. Rysunki
przygotowane sg w profesjonalny sposob. Ich szata graficzna jest bardzo dobra.
Rysunki w czytelny sposéb przedstawiaja uzyskane wyniki. Te odnoszace si¢ do

zagadnien teoretycznych ilustruja je i opisujg w sposob przejrzysty.

Spis Lieratury jest bardzo obszerny i obejmuje 255 pozycje, zaktualizowane do
2016. Dobor publikacji jest odpowiedni, uwzglednia wszystkie znaczgce prace
odnoszace sie do tematyki badawczej. Zwracam jednak uwagg, ze tytuly czasopism
powinny by¢ pisane z duzej litery. Konsekwentnie nalezalo podawac¢ je zawsze w

petnym brzmieniu. Nazwy lacinskie powinny by¢ pisane kursywg.

We Wprowadzeniu Doktorant przedstawia podstawowe historyczne informacje
dotyczace AIDS/HIV i metod leczenia, ze szczegdlnym uwzglednieniem znaczenia
metody HAART. Nastgpnie Doktorant odnosi si¢ do patomechanizmow i
patofizjologii lipodystrofii indukowanej stosowaniem leczenia inhibitorami proteaz
HIV-1.

Wychodzac z tresci zawartych we Wstepie Doktorant w logiczny i klarowny
sposob sygnalizuje cel pracy - pelna jego formuta zawarta jest w Rozdziale 5. Drobne
uwagi jezykowe dotycza pisowni ,na calym $wiecie”. Chcg zauwazyC, ze zwrot
,Jmargines spoteczny” w naszym jezyku ma znaczenie dwuznaczne i nie powinien by¢

uzyty.



Rozdziat 2 jest przegladem pi$miennictwa odnoszacym si¢ do AIDS i jego
leczenia. Doktorant w typowy dla tego rodzaju pracy opisuje wirus HIV i mechanizm
jego oddziatywania na uklad odpornosciowy. Pragng zwroci¢ uwage na wysoka jakosé
objasniajaca Rysunkow 11 2.

Po wstepie ,historycznym” dotyczacym leczenia zakazenia HIV Doktorant
skupia si¢ na lekach wspoélczesnej terapii i mechanizmach ich dziatania.
Podsumowaniem tego fragmentu Dysertacji jest przejrzysty Rysunek 3. W kolejnym
podrozdziale Doktorant szczegélna uwage poswieca inhibitorom proteazy HIV-1. W
oparciu o aktualne piSmiennictwo najpierw dokladnie opisuje zasade dzialania
proteazy, jej budowe molekularng, chemizm katalitycznego dziatania i organizacje
genomu proteazy. W kolejnym podrozdziale w kompleksowy sposob przedstawia

aktualny stan wiedzy o inhibitorach proteazy HIV-1 i ich zastosowaniu w leczeniu

AIDS.

Uwag krytycznych odnoszace si¢ do Rozdziatu 2 jest niewiele.

e W pierwszym fragmencie Wstepu (str. 19) powtdérzono zdania z Wprowadzenia
(str. 16).

e Str. 23 - Poprawniej byltoby ,,.Dzigki wprowadzeniu lekow.. .,

e Str. 24 - Styl zdania ,,Lek ten nie jest zarejestrowany do rozpoczynania leczenia
w Europie” budzi watpliwosci.

e Str. 24125 - Raczej ,,Istota dzialania™.

e Str. 27 - Poprawniej byloby ,hydrolizuje wigzanie peptydowe”.

o Str. 27 - Czytelniej powinno by¢ ,,...tego enzymu (proteaza aspartylowa)”.

¢ Gen ,gag-pol” jest rdznie pisany (str. 27 i 30).

e Str. 33 - Watpliwy termin ,,pozbawione zakaznosci”

e Str. 34 - Powinno by¢ ,,PIs”.

e Str. 34 - Powinno by¢ ,,228,7 mg mezylanu sakwinawiru”.

e Str. 35 - Watpliwe terminy ,,tolerancja leczenia”, ,,toksyczno$¢ leczenia”.

Zaburzenia lipidowe jako efekty uboczne leczenia AIDS z wykorzystaniem PI

HIV-1 zostaly opisane przez Doktoranta w Rozdziale 3. Odnoszac si¢ do danych



literaturowych informuje On w komunikatywny sposéb o tkankach tluszczowych i
komorkach tluszczowych, biochemii adipocytéw, adipogenezie i réznicowaniu
preadipocytow, lipodystrofii (zaburzeniu lipidowym indukowanym przez PI HIV-1).
Wysoko oceni¢ nalezy opis zachodzacej w adipocytach biosyntezy fosfolipidow —
Chemiczna strona wspomnianej biosyntezy w odpowiedni sposéb przedstawiona
zostala na rysunkach 14-17. Doktorant opisuje réwniez wewnatrzkomoérkowe

konwersje fosfolipidéw oraz obecnos¢ i biosyntez¢ w adipocytach sfingolipidéw.

W Rozdziale 3 kilka sformutowan wymaga korekty.
e Str. 36 - Powinno by¢ ,,...lipidodystrofii indukowanej przez PI HIV-1”.
e Str. 37 - Powinno by¢ , triacylgliceroli”.
e Str. 39 - Powinno by¢ ,.estryfikowanych acetylokoenzymem A”.
e Str. 40 - Powinno by¢ ,,biosynteza wielu fosfolipidow™.

e Str. 41 - Potknigciem jezykowym jest zwrot ,,reagowaé z reagentem”

Znaczenie lipidomiki w obszarze nauk o zyciu oraz odniesienie jej do innych
»omik” stanowi tre§¢ Rozdziatu 4. Doktorant w oparciu o dane literaturowe oraz
wlasne przemy$lenia bezblednie definiuje podstawowe terminy lipidomiki, podkresla
Jjej znaczenie poznawcze i rosnaca role w diagnostyce medycznej. Tresci zawarte w
drugiej czgsci Rozdziatu 4 odnosza si¢ do przechowywania i przygotowywania probek
do badaf lipidomicznych oraz do metod analitycznych wykorzystywanych w analizie
lipidom. Wedlug recenzenta ten fragment Dysertacji moze by¢ bardzo cenny dla
naukowcow, ktorzy zaczynaja pracg w obszarze lipidomiki.

Zdaniem recenzenta przy opisie lipidomiki warto bylo wspomnie¢ o klasycznej
metodzie chromatografii kolumnowej z serig eluentoéw o rosngcej polarnosci, ktora jest
jedng z podstawowych metod rozfrakcjonowania lipidow z materialu biologicznego.
Wydaje sig, ze powinﬁy tez by¢ opisane sposoby detekcji lipidow w HPLC. Odnoszac
si¢ do Tabeli 3 pragne zauwazy¢, ze sporzadzenie mieszaniny ekstrakcyjnej trudno
zaliczy¢ do etapu ekstrakcji. W metodzie Blight’a i Dyer’a oraz Folch’a najpierw
nastgpuje ekstrakcja lipidéw mieszaning chloroform-metanol, a dopiero potem woda

dodawana jest do proby. W metodzie Dligh’a i Dyer’s przed dodaniem wody dodaje



sie jeszcze dodatkowo chloroformu. W metodzie Folch’a probe przemywa sig
roztworem NaCl, a nie KCl. Stwierdzenie ,,Pierwszy krok wydaje si¢ ...stosunkowo

nieinteresujacy” (str. 54) powinno by¢ poprawione.

W Rozdziale 5 Doktorant informuje o celu podjetych przez Siebie badan. Cel
ten w logiczny sposob wynika z tresci zawartych w poprzednich rozdzialach.
Informacja podana przez Doktoranta jest syntetyczna i pelna. Zdaniem recenzenta
pierwszy fragment ,,Celu badan” powinien konczy¢ si¢ stwierdzeniem. ,,Do opisu
zaburzen zastosowano profile lipidowe”. Dyskusyjne jest zaliczenie analizy
catkowitego stezenia bialek do celu pracy. ,.Cel pracy” powinien si¢ znalezé w

Rozprawie przed strong 58, ktorg informuje o ,,Czesci doswiadczalnej”.

Rozdzial 6 podaje opis aparatury materiatow. Zawarty jest w nim dokladna lista
sprzetu i urzadzen analitycznych stosowanych w hodowli komoérkowej i
eksperymencie in vitro, w pomiarze biatka, w analizie kwaséw thiszczowych,
fosfolipidéw, sfingolipidow, cholesterolu i jego estrow. Nastgpnie podane sg dokladne

listy materiatéw i odczynnikow uzytych w analizach.

Niewielkie uwagi odnoszace si¢ do powyzszego fragmentu pracy:
e Str. 63 — Powinno by¢ ,,D-biotyna”.
e Str. 63 — Powinno by¢ raczej ,,HEPES”.

Metodyka badan biochemicznych opisana zostala doktadnie w Rozdziale 7.
Uwzglednia ona linie komorkowe i ich réznicowanie, pomiar catkowitego stezenia
biatka, warunki przechowywania probek. Wydaje sig, ze w opisie powinna si¢ znalez¢
informacja o objetosci w jakiej prowadzono badania wplywu sakwinawiru na
zaburzenia lipidowe. Na stronie 69 poprawniejsze by bylo stwierdzenie ,,.. wykazujace

maksimum absorpcji w obszarze widzialnym przy 562 nm”.

Opis oznaczania zwiazkéw lipidowych (Rozdziat 8) przygotowany zostat

bardzo starannie. Na szczegOlne podkreSlenie zasluguje zaproponowana i uzyta



strategia kalibracji, tak w przypadku analizy kwasoéw tluszczowych przy uzyciu
techniki GC-MS, jak i fosfolipidow, sfingolipidow, cholesterolu i jego estrow za
pomocg techniki ESI-MS/MS. Wysokie umiejetnosci analityczne Doktoranta
potwierdzaja Rysunki 26, 28 i 29 podajace przykladowe wykresy kalibracyjne dla FA
16:0, LPC 16:0, LPC 18:0, LPC 22:0 wzgledem LPC 13:0; Cer 16:0, Cer 18:0, Cer
24:1 wzgledem Cer 17:0.

Uwagi odnoszace si¢ do Rozdziatu 8:

¢ Dla mozliwo$ci odtworzenia metod powinien bys scharakteryzowany sposob
ultradzwigkowej homogenizacji (str. 70).

e Niezrozumialy jest zwrot odnoszacy si¢ do zastosowania kwasy 13:0 w celu
kontroli jakosci (str. 70).

¢ Powinno by¢ ,,jonizacja strumieniem elektronow” (str. 71).

o Koncowe stwierdzenie na str. 74 powinno brzmie¢ ,,Uzyskane chromatogramy
charakteryzowaly si¢ rozdzialem wigkszosci estrow metylowych do linii
podstawowe;j.”.

e Na str. 76 powinna by¢ podana objeto$¢ 10 mM octanu amonu uzytego do
rozpuszczenia probki.

e Str. 76 - Poprawny zwrot to ,, Warunki jonizacji w spektrometrze mas...”.

e Str. 77 - Poprawny zwrot to ,,..sygnatach od jonow...”.

e Str. 78 - powinno by¢ ,,stgzenia eterowych pochodnych”.

e Str. 78 - Proponowatbym ,,...by¢ uwazane za odbiegajgce od klasycznych
procedur analitycznych...”.

e Str. 82 - Powinno by¢ ,,mozliwe bylo zastosowanie ESI”.

Zdaniem recenzenta w zakonczeniu Czesci doswiadczalnej powinien sig
znalez¢ opis metod analizy statystycznej. Informacja, ze Doktorant do weryfikacji
istotnosci r6zni¢ pomiedzy warto$ciami $rednimi uzyl testu t-Studenta wzmiankowana
jest dopiero przy wynikach pracy.

W pracy brak jest informacji na temat ilosci powtdrzen w eksperymencie

biologicznym oraz w analizach chemicznych.



Rozdzial 9 - Wyniki i ich oméwienie — napisany jest bardzo poprawnie.
Doktorant w bardzo czytelny sposob podaje uzyskane wyniki. Dostrzega i opisuje
zaleznosci  zachodzace pomigdzy poszczegélnymi  wynikami. Wyniki analiz
chemicznych wykorzystuje do opisu zmian na poziomie komorkowym. Zatac zone
wykresy dobrze ilustruja uzyskane wyniki. Na szczegélne uznanie zashuguje forma
tabelaryczna (rys. 45 i 59) zastosowana do przedstawienia wzajemnych zmian w
stezeniach PC, LPC i FA w trakcie réznicowania oraz w trakcie roznicowania pod
wplywem SQV.

W Rozdziale 9 znajduj¢ nieliczne odniesienia uzyskanych wynikéw do danych
literaturowych. Zgadzam si¢ jednak z opinig Doktoranta, ze przyczyna tego lezy w

pionierskim charakterze Jego badan.

Niektore fragmenty Rozdziatu 9 wymagaja korekt.

e Str. 85 - Zwrot o tym, ze forma przedstawienia wynikoéw zostata narzucona
przez Prof. Schmitza uwazam niefortunny.

e Str. 85 - Powinno by¢ ,,Sktad FA zostal uzyskany/oznaczony za pomoca ...”.

e Str. 86 - Styl zdania ,,okreslenie wiarygodnosci przeprowadzenia eksperymentu
...W odniesieniu do danych literaturowych” budzi moje watpliwosci.

e Str. 86 — Poprawnie powinno by¢ ,,..zmiany grup FA o réznej strukturze w
badanych komérkach...”,

e Str. 87 - Tytul podrozdzialu powinien raczej brzmie¢ ,,Zmiany jako$ciowe i
iloSciowe FA...”.

e Str. 87 - Powinno by¢ ,Jakosciowy i ilosciowy sklad FA badanych
komorek...”.

o Str. 87 i inne miejsca — Doktorant podaje wyniki z doktadno$cig do pmol. Jak
taka dokiadno$¢ ma si¢ do limitu detekcji i limit oznaczenia ilosciowego dla
zastosowanej metody analitycznej?

e Str. 90 — Powinno by¢ ,,...wynika z uzycia go w catoéci jako substratu ...w
calosci ulegt przemianom ... .

e Rys. 35, 38, 42 - Brak jednostki stezenia FA na osi.



e Str. 92 — Powinno by¢ ,, ... mozna uzasadni¢ wynikami badan Shaw’a ...”
e Str. 94 i inne miejsca — Zwrot ,,Wplyw SQV na zaburzenia FA” nie jest
poprawny.

e W tytule rys. 45 i 59 uzycie terminu ,,korelacja” jest mylace.

W Rozdziale 10 Doktorant podsumowuje pracg i artykutuje wnioski. Zgadzam
sic z Nim, ze przeprowadzone badania mialy charakter pionierskich. Wyniki
analizowano w szerokim aspekcie, a uzyskano je wykorzystujac nowoczesne metody
analityczne. Rysunek 74 w czytelny sposob podsumowuje uzyskane wyniki w
odniesieniu do zmian istotnych statystycznie, wynikajacych z wplywu SQV przed i po
zréznicowaniu wzgledem kontroli ujemnej i dodatniej. Wypunktowane przez
Doktoranta najwazniejsze osiggnigcia niniejszej Pracy Doktorskiej uznaj¢ za trafne. Za
szczegblnie wazne uwazam stwierdzenie, ze cato$ciowa analiza potwierdza stymulacj¢
przez SQV syntezy wiekszo$ci lipidéw przed procesem réznicowania, a Z uwagi na
tendencje do zmniejszania poziomu po zréznicowaniu (oprocz PI) Swiadczy o
skutecznym hamowaniu przez SQV procesu réznicowania. Wnioski 2-6 s adekwatne
do postanowionych celéw badawczych. Ich forma nie budzi moich watpliwosci. Tres¢
pierwszego wniosku moim zdaniem jest dyskusyjna. Poprawna metodologia i
wiarygodne metody analityczne sg przeciez warunkiem niezbednym w rozwigzaniu

problemoéw naukowych.

Oceniana Dysertacja poza czescia formalng zawiera rowniez informacje o
dorobku naukowym Doktoranta. Indeks Hirscha wynoszacy 4 oraz ilos¢ cytowan 47 sg
odpowiednie dla naukowca na tym etapie rozwoju. Doktorant jest wspotautorem
o$miu publikacji z listy JCR (o wartosciach IF od 1,106 do 3,853) i szesciu prac z
bedacych w czesci B wykazu czasopism naukowych MNiSW oraz dziesigciu
rozdzialéw w monografiach. Wyniki uzyskane w laboratorium Doktorant prezentowat
w 11 doniesieniach konferencyjnych. Z przytoczonych powyzej danych wynika, ze
Doktorant jest aktywny naukowo, a jego publikacje reprezentujg wysoki poziom

naukowy.



Whiosek koncowy

Reasumujac chciatbym zauwazyé, ze pomimo zgloszonych uwag i
dostrzezonych bledéw oceniana praca wyrdznia si¢ wysokim poziomem naukowym,
wykonana zostala przy wykorzystaniu nowoczesnych i roznorodnych metod
badawczych, a uzyskane wyniki zostaly przedstawione, przeanalizowane i

zinterpretowane w sposob wnikliwy.

W podsumowaniu swojej oceny pragne stwierdzi¢, ze praca doktorska Pana
mgr. Kamila Jurowskiego pt. ,.Zastosowanie technik chromatograficznych i
spektrometrii mas oraz metod biochemicznych do badania zaburzen lipidowych
wywotanych modelowym lekiem 7 grupy inhibitorow proteazy HIV-1” spehia
kryterium oryginalnego rozwigzania problemu naukowego oraz w oczywisty sposob
wykazuje ogo6lng wiedze teoretyczng Kandydata w danej dyscyplinie naukowej oraz
potwierdza Jego umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej - o tych
kryteriach méwi Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki, ujednolicona 21.06.2016. Z
pelnym przekonaniem przedktadam zatem do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o dopuszczenie Pana mgr.

Kamila Jurowskiego do publicznej obrony niniejszej pracy.

Prof. dr hab. Ryszard Amarowicz




