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rozprawy doktorskiej autorstwa mgra Kamila Jurowskiego
pt. ,, Zastosowanie technik chromatograficznych i spektrometrii mas
orag, metod biochemicznych do badania Zaburgen lipidowych
wywolanych modelowym lekien 3 grupy inhibitorow preoteazy HI-1”
wykonanej w Zakladzie Chemii Analitycznej
w Zespole Analiz Toksykologicznych i Farmaceutycznych
pod kierunkiem prof. dra hab. n. med. Wojciecha Piekoszewskiego

Obecnie do poszukiwania biomarkerow réznych jednostek chorobowych coraz
czgsciej wykorzystuje si¢ nowoczesne narzedzia analityczne, ktére umozliwiaja ilo$ciowe
1 jakoSciowe oznaczenie wybranych analitow. Informacje uzyskane dzigki technikom
analitycznym pozwalajg niejednokrotnie na znacznie precyzyjniejsza diagnostyke chorych
a takze umozliwiajg skuteczniejsze prowadzenie badan profilaktycznych. To wlasnie
w naukach ,omicznych”, takich jak: genomika, transkryptomika, proteomika, czy
metabolomika,  wykorzystywane  s3  techniki ~ chromatograficzne  polaczone
ze spektrometria mas, ktore daza do wyjasnienia jednostkowych proceséw biologiczno-
chemicznych skladajacych si¢ na funkcjonowanie organizmu. Wieloletnie badania
dowodza, ze zaburzenia tych proceséw sa zwigzane, migdzy innymi, ze zmianami st¢zen
zwigzkow lipidowych, ktére moga by¢ wynikiem schorzen spowodowanych ubocznym
dzialaniem lekéw (tzw. schorzenia jatrogenne). To wlasnie lipidomika (wchodzaca
w zakres metabolomiki), a $ciSlej ujmujac identyfikacja i iloSciowe okreslenie stgzen
zwigzkow lipidowych w badaniu zaburzen lipidowych, znalazly si¢ w kregu zainteresowan
Pana mgra Kamila Jurowskiego. Tematyke badawcza umiejscowiono Scisle w obrebie
zagadnien, ktére od lat realizowane sa przez Promotora i Jego Zespol. Oceniana
rozprawa to kolejny, cenny etap w metodycznie prowadzonych badaniach, ktére
pozwalaja na wytypowanie potencjalnych biomarkeréw lipodystrofii. Chcac uzyskaé
odpowiedz na niewyja$nione do tej pory zagadnienia, Doktorant wytyczyl sobie gtowny
cel badan, ktérym bylo zastosowanie technik chromatograficznych polaczonych ze
spektrometriag mas oraz metod biochemicznych do szczegdlowego zbadania zaburzen
lipidowych wywolanych jatrogennym wplywem leku z grupy inhibitoréw proteazy HIV-1.
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Jako przedstawiciel tej grupy lekéw wybrany zostal Sakwinawir. Wybér technik
analitycznych, jakie zaproponowal Doktorant do realizacji wytyczonych celéw
badawczych jest bardzo trafny, co zapewnilo uzyskanie pelnej informacji zaréwno
jakosciowej, jak 1 ilo$ciowej wybranych zwigzkéw lipidowych. Dzigki temu mozliwe jest
szczegdlowe poznanie sktadu lipidowego komérek thuszczowych w stanie fizjologicznym.

Uktad ocenianej rozprawy doktorskiej jest klasyczny, co oznacza, ze wyodrebniono
w niej czg$¢ literaturows oraz doswiadczalng. Plerwsza cz¢§¢ pracy stanowi okoto 30%
objetosci calej rozprawy (42 strony). To bardzo dobrze przygotowane wprowadzenie,
ktére dla kazdego analityka stanowiloby ogromne wyzwanie ze wzgledu na koniecznosé
znajomosci zagadnien z zakresu biochemii i medycyny. Pierwszy rozdzial to Wprowadzenze
pozwalajace zapoznac si¢ ogolnie z problematyka poruszang w pracy. Mozna tu réwniez
odnalez¢ uzasadnienie wazkosci i koniecznosci podjecia badan w tej tematyce. Kolejny
rozdzial stanowi kompendium wiedzy odno$nie zespolu nabytego uposledzenia
odpornosci (AIDS), ktéry wywolany jest przez ludzkiego wirusa HIV. Zebrane
informacje dotyczace historii leczenia AIDS poczynajac od nukleozydowego inhibitora
odwrotnej transferazy, az po aktualnie wprowadzong intensywna terapi¢ leczenia
antywirusowego (HAART; inaczej ARW - antyretrowirusowa), sa potwierdzeniem
koniecznosci poszukiwania rozwigzan majacych na celu opracowanie nowych lekow.
Omowienie tych zagadnien pozwolilo na przedstawienie w bardzo przejrzysty
1 zrozumialy sposéb mechanizmu katalitycznego dzialania proteazy HIV-1, co bylo
niezbedne do poznania zasady dzialania inhibitoréw. Trzeci rozdzial porusza zagadnienia
dotyczace zaburzen metabolicznych zwigzanych ze zmianami stezenia zwiazkow
lipidowych (lipodystrofia/lipoatrofia, dysplipidemia, insulinoopornos¢) wynikajacych
z ryzyka wystapienia objawéw ubocznych po wprowadzeniu do leczenia AIDS
inhibitoréw preoteazy HIV-1. Nastepnie Pan mgr Kamil Jurowski scharakteryzowat
lipidomike 1 przedstawil osiagnigcia literaturowe w wykorzystaniu réznych technik
analitycznych w celu okredlenia 1 charakterystyki funkcji strukturalnych, sygnalowych
1 metabolicznych zwiazkow lipidowych. To cenny rozdzial, ktéry daje obraz mozliwosci
wykorzystania wlasciwych narzedzi analitycznych w czesci doswiadczalne;.

Merytorycznie nie mam zadnych uwag do czesci literaturowej, ktéra zostala
przygotowana z ogromna starannoscig a poruszane zagadnienia wyczerpujaco wyjasnione.
Jednoznacznie stwierdzam, ze zostala ona przygotowana bardzo kompetentnie na tle
osiagnie¢ 1 badan prowadzonych przez innych naukowcéw (literatura to 255 pozycii
z przedmiotu pracy).

Dokonujac oceny czesci doswiadczalnej na poczatku nalezy odnies¢ si¢ do

sprecyzowanych w rozdziale piatym celéw pracy. Nadrzednym celem rozprawy
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doktorskiej, jak juz wspominano powyzej, bylo cytuje:  zastosowanie  technik
chromatograficznych i spektrometrii mas oray metod biochemicznych do badania aburgen lipidowych
wywotanych jatrogennym wplywem lekn 3 grupy inhibitorow proteazy HIV-1. W przypadku metod
biologicznych badania zn-vitro byly przeprowadzone na uniesmiertelnionej linii ludzkich
preadipocytow (CHUB-S87), ktére uznano za dobry model w zakresie biologii komérek
tluszczowych. Uwazam, ze cel pracy zostal sformulowany nieprecyzyjnie, gdyz
zastosowanie technik chromatograficznych 1 spektrometrii mas 2z wykorzystaniem
opisanych procedur dostepnych w literaturze (cytowana literatura od 239-244) w mysl
obowigzujacej ustawy nie stanowi oryginalnego rozwiazania problemu. Znacznie
poprawniejsze byloby zaproponowanie celu np.: badanie zaburzen lipidowych wywolanych
Jatrogennym wplywem leku 3 grupy inhibitorow proteagy HIV -1 3 wykorgystanien. . .

W czeSci  doswiadczalnej rozprawy doktorskiej obejmujacej 92  strony
Pan mgr Kamil Jurowski umiescil informacje o stosowanej aparaturze analitycznej,
odczynnikach oraz opisal metodyki stosowane w celu przygotowaniu probek 1 koncowego
oznaczenia wybranych zwigzkéw lipidowych. W dalszej czgsci zostaly zestawione wyniki
z przeprowadzonych badan, ktore zostaly logicznie zaplanowane 1 systematycznie
wykonywane, dzigki czemu mozliwe bylo §ledzenie na biezaco poszczegdlnych etapow
badan, a uzyskane wyniki stanowia cenny material badawczy, ktory niewatpliwie zostanie
opublikowany.

W wyniku prac eksperymentalnych wykorzystano metodyki izolowania
i oznaczania kwaséw tluszczowych (GC-MS), fosfolipidéw (ESI-MS/MS), sfingolipidow
(LC-MS/MS), cholesteroli i esttow cholesterolu (ESI-MS/MS) a wyniki uzyskane na
podstawie tych pomiaréw zestawiono w rozdziale 9. Ogromna ilo$¢ uzyskanych danych
na podstawie licznych pomiaréw analitycznych postuzyla do opracowania
poréwnawczych profili lipidowych dla czterech klas zwigzkow lipidowych: kwaséw
tluszczowych, fosfolipidow, sfingolipidéw cholesterolu i jego estrow. Nalezy zwrocié
szczegblng uwage, ze zastosowanie technik chromatograficznych z bardzo czulymi
sposobami detekcji umozliwilo uzyskane informacji jakosciowej o poszczegdlnych
zwigzkach lipidowych 1 okresleniu ich zmian ilo$ciowych dla komoérek niezréznicowanych
1 niezréznicowanych z dodatkiem Sakwinawiru. Na podstawie ogdlnej analizy statycznej
Doktorant wytypowal potencjalne biomarkery lipodystrofii takie jak: FA 18:0,
FA 20:1-c11(n-9), LPC 20:4, PS 40:5, PS 40:6, CE 16:1 i CE 18:1.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ Doktoranta uzyskanych w wyniku badan zaliczam:
e wytypowanie potencjalnych biomarkeréw lipodystrofii,
e otrzymanie szczegolowych informacji na temat skladu lipidowego komorek

tluszczowych w stanie fizjologicznym,
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e potwierdzenie patomechanizmu lipotoksycznosci oraz uzyskanie lipidowego modelu
patofizjologii lipodystrofii wywolanej lekami stosowanymi w HAART,

e potencjalne wykorzystanie opracowanych metodyk do poszukiwania biomarkeréw
lipodystrofii w materiale biologicznym jakim jest surowica krwi.

Podczas oceny merytorycznej rozprawy doktorskiej nasungly mi si¢ pewne uwagi,
spostrzezenia i rozwazania warte przedyskutowania.

1. W czedci doswiadczalnej pojawil si¢ nieznany dla mnie termin ,,strategia kalibracji”.
Prosz¢ o jego wyjasnienie.

2. Str. 74, wiersz 4; Dlaczego mamy do czynienia z czterema wspolczynnikami
rozciefczenia roztworu wzorcowego, podczas gdy na rysunku 26 mamy 5 punktow
pomiarowych?

3. Dlaczego w przypadku sporzadzania roztworéw wzorcowych Doktorant operuje
jednostkami ng/ml czy pg/ml, natomiast na wykresach podawane s3 jednostki
pumol/ml (str. 78), nmol/ml (str. 81), czy mM (str. 84).

4. Dlaczego podczas opracowania procedury oznaczania wybranych zwiazkéw nie
wyznaczono takich parametréw jak: granica wykrywalnosci czy granica oznaczalnosci?
Wartosci te determinujq zakres liniowosci, ktory nie moze zaczynac si¢ w punkcie (0,0).

5. Na jakiej podstawie dokonywano wyboru zakresu liniowosci dla badanych analitow?

6. Dlaczego nie zastosowano innych narzedzi statystycznych (tj.: test U Manna-Whitneya
czy analiza czynnikdw glownych), ktére pozwolityby na  sklasyfikowanie
poszczegblnych profili w obrebie badanych préobek?

7. Czy uzyskane wyniki badan sa przedmiotem przygotowywanych artykulow
naukowych? W zamieszczonym na koncu pracy dorobku naukowym nie odnalaztam
zadnej publikacji ani informacji, ktére $wiadczylyby o ich upowszechnieniu. Jedyna
wzmianka dotyczy prezentacji posterowych na konferencjach. Oceniana rozprawa
doktorska nie posiada pokrycia w publikacjach, co biorac pod uwage tematyke budzi
pewne zdziwienie tym bardziej, ze w ramach konkursu INTER organizowanego przez
Fundacje na rzecz Nauki Polskiej (FNP) Doktorant realizowal zbiezny tematycznie
projekt nt.: Badania lipidomiczne i genomicgne patofizjologii lipodystrofii indukowaney SOV lekiem
preciy wirnsowi HIV 3 grupy inbibitorow proteazy HIT -1.

8. Strona 151; wniosek 1 — Eksperyment in-vitro orag badania 3 wykorgystaniem technik
chromatograficinych i spektrometrii mas ostaly aplanowane i preprowadzone popranie na co m. in.
Wykazujq parametry metodyki opisanej w czesci metodycznel (np. wspélezynniki korelagi liniowej —
R)”. Nie mozna uznac tego za wniosek.

Ogodlnie ujmujac, oceniana rozprawa doktorska przygotowana zostala bardzo

starannie pod wzgledem redakcyjnym. Formy graficzne (rysunki, tabele) sa czytelne,
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opatrzone poprawnymi podpisami. Niestety, Doktorant nie uniknal drobnych potknig¢é
jezykowych ~ uzywajac  niewla$ciwej  nomenklatury, np.  izolacja,  czytnik
spektrofotometryczny (str. 69), nastrzyk (str. 74), kapilara elektrospreju, sprej,
koncentrator prézniowy, napigcie stozka, gaz kolizyjny (str. 76, 79), metanian amonu
(str. 79) lub sformutowan np.: , wysuszona do sucha” (str. 79) czy ,wykres funkgji kalibracyjne”
(str. 78). Przytoczone powyzej uwagl nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy lecz
maja w wigkszosci charakter pomocniczy 1 sa przyczynieniem do dyskusji. Bioragc pod
uwage, ze od wielu lat istnieje S/ownik chromatografii i elektroforezy (Z. Witkiewicz, J. Hetper),
btedéw tych mozna bytoby uniknac.

Reasumujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgra Kamila Jurowskiego
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego polegajace na poszukiwaniu
biomarkeréw lipodystrofii wywotanej efektem ubocznego dziatania leku z grupy
inhibitoréw proteazy HIV-1. Zagadnienia bedace przedmiotem rozprawy sa aktualne
1 majq istotne znaczenie zaréwno praktyczne dla wyjasnienia patofizjologii komorek
tluszczowych w badanym modelu lipodystrofii, jak i poznawcze - uzyskano informacje
dotyczace skladu lipidowego komorek tluszczowych w stanie fizjologicznym.

W moim przekonaniu opiniowana rozprawa doktorska spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim w $wietle obowiazujacej Ustawy g dnia 14 marca 2003 r.
0 Sstopniach naukowych i tytule nankowym orag stopmiach i tytule w akresie s3tuki  orag
Rogporzadzenin Ministra Nanki i Szkolnictwa Wygszego 3 dnia 22 wrzesnia 2011 r. w sprawie
szezegotowego trybu prieprowadiania cgynnosci w prewodach doktorskim i habilitacyinym oraz
postepowanin o nadanie tytulu profesora 1 wnioskuje do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu

Jagielloniskiego o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.




