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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. inz. Adama Oleszko pt. ,,Wykorzystanie spektroskopii
oscylacyjnej do klinicznych badan lipidow i lipoprotein krwi cztowieka”

Postep w obszarze nowoczesnych technik instrumentalnych wytycza szlak, a nawet
warunkuje postep badan przyrodniczych. Teza ta wydaje sie szczegdlnie wyrazista w przypadku
badan biomedycznych oraz w przypadku diagnostyki medycznej. W tych obszarach aktywnosci
naukowo-badawczej oraz medycznej postep zwigzany z wprowadzaniem nowych metod
badawczych nie tylko utatwia i przyspiesza prowadzenie rutynowych analiz ale stwarza
perspektywy rozwoju nowych podejs¢ diagnostycznych i badawczych. Praca doktorska
przedstawiona przez pana mgr. inz. Adama Oleszko zwigzana jest z oceng mozliwosci
zastosowania technik spektroskopii oscylacyjnej, zaréwno absorpcji w obszarze podczerwieni jak
i rozpraszania ramanowskiego, w diagnostyce poziomu lipiddw i lipoprotein we krwi cztowieka,
majacych bezposredni zwigzek z wieloma jednostkami chorobowymi. W $wietle powyzszych
uwag, tematyke rozprawy doktorskiej postrzegam nie tylko jako aktualng oraz interesujgcg ale

rowniez bardzo wazna.
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pod kolektywnym kierunkiem pani profesor Matgorzaty Komorowskiej oraz pani dr hab. Jadwigi
Hartwich z Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloiskiego, jako wspodtpromotora, przy udziale
pani drinz. Marleny Gasior-Gtogowskiej, w charakterze promotora pomocniczego. Rozprawa
zredagowana zostata na 117 stronach standardowego maszynopisu, w jezyku polskim, wedtug
typowego, optymalnego w moim odczuciu uktadu. Ponadto, w ramach rozprawy Autor zamiescit
wykaz dorobku naukowego, zyciorys oraz kopie dokumentéw zwigzanych z przeprowadzonymi
badaniami, jak decyzje Komisji Bioetycznej oraz kopie oryginalnych artykutéw opublikowanych
w jezyku angielskim w czasopismach specjalistycznych. Po spisie tresci, rozprawe otwiera
obszerne, niemalze czterostronicowe streszczenie, ktére ze wzgledu na zakres podawanych
informacji, ale réwniez walory redakcyjne, petni juz niejako role wprowadzenia w tematyke pracy
doktorskiej. Wymaganiom formalnym zados¢ czyni fakt zamieszczenia réwniez wersji
anglojezycznej streszczenia (Abstract). Rozdziat 1., zatytutowany ,Wstep” zredagowany zostat
w formie monografii przedstawiajgcej aktualng wiedze oraz poglady dotyczace roli lipidéw
i lipoprotein w metabolizmie cztowieka. Przyblizone zostaty réwniez techniki eksperymentalne
stosowane w izolacji oraz badaniu lipoprotein, stosowane powszechnie w praktyce
laboratoryjnej, zarowno tej zwigzanej z prowadzeniem badan naukowych jak i w diagnostyce
medycznej. W koncowej czesci rozdziatu wstepnego zamieszczony zostat réwniez przeglad
dotychczasowych préob stosowania spektroskopii oscylacyjnej w badaniach lipidowych oraz
lipoproteinowych sktadnikéw krwi. Cele badawcze stawiane w ramach projektu doktorskiego
sformutowane zostaty w ramach rozdziatu 2. pt. ,Cel badan, tezy pracy i zadania badawcze”.
Jak domyslac sie juz mozna byto z lektury poprzednich czesci rozprawy, naczelnym wyzwaniem
jakie stawiat sobie doktorant w ramach swojej pracy byto sprawdzenie mozliwosci zastosowania
technik spektroskopii oscylacyjnej w analizach prébek krwi, w kierunku diagnozy popularnych
jednostek chorobowych, w szczegdlnosci miazdzycy. Rozdziat 3. zatytutowany ,Metody
badawcze”, zawiera zestawienie podstawowych informacji dotyczacych szczegdtdw izolacji
i preparatyki lipidow oraz lipoprotein jak i parametréw oraz sposobdw rejestracji widm
oscylacyjnych, zaréwno w wykorzystaniem techniki FTIR jak i rozpraszania Ramana. Poziom
precyzji opiséw zawartych w ramach tego rozdziatu umozliwia w zasadzie petne odtworzenie
przeprowadzonych eksperymentéw. Sugerowatbym moze, jedynie, podawanie przyspieszen

W miejsce czestosci obrotow w eksperymentach z wirowaniami (np. str. 48), zaktadajac, ze kto$
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dysponowac¢ moze wiréwka o odmiennym rotorze. W tym miejscu swojej oceny chciatbym
jeszcze zwrdci¢ uwage na zastosowanie precyzyjnej metody analizy ztozonych widm w oparciu
o regresje PLS. Wyniki uzyskane w ramach realizacji projektu doktorskiego zaprezentowane
zostaty w rozprawie w ramach rozdziatu 4. pt. ,Wyniki”. Rozdziat ten zredagowany zostat
w oparciu o podstrukture odzwierciedlajgcg poszczegdlne zadania badawcze, w tym izolacje
z osocza krwi ludzkiej lipoprotein z klas LDL, HDL oraz VLDL, wyznaczanie stezenia triglicerydéw
oraz lipoprotein metodami referencyjnymi oraz na podstawie analiz spektroskopowych.
Zarejestrowane widma oscylacyjne wyizolowanych frakcji przedstawione zostaty w sposéb
bardzo przejrzysty oraz poddane szczegétowej analizie, z przypisaniem wszelkich rodzajow drgan
poszczegdlnych zrebow atomowych w formie tabelarycznej. Wazng czesc rezultatéw badawczych
stanowig korelacje proponowanych parametréw spektroskopowych ze stezeniami uzyskiwanymi
na drodze stosowania powszechnie uznanych metod referencyjnych. Podzielam zdanie Autora,
iz jest to najlepsza metoda walidacji zaproponowanych nowych podejs¢ analitycznych, w oparciu
o techniki spektroskopii oscylacyjnej. Bardzo interesujgce s, moim zdaniem, zrealizowane
w ramach rozprawy doktorskiej zadania badawcze dotyczgce spektroskopowej analizy
produktdw degradacji oksydacyjnej wielonienasyconych, lipidowych skfadnikéw krwi oraz
lipoprotein oraz wptywu proporcji sktadnikéw w ukfadzie: kwas palmitynowy-albumina,
na strukture drugorzedowg oraz organizacje molekularng biatka. Wszystkie uzyskane wyniki
poddane zostaty wszechstronnej dyskusji w ramach rozdziatu 5. zatytutowanego ,Dyskusja”.
Whioski wyptywajace z przeprowadzonej dyskusji zawarte zostaty w ramach kroétkiego rozdziatu
6. pt. ,Wnioski” i dodatkowo uwypuklone w jednostronicowym rozdziale , Konkluzje”. Czes¢
merytoryczng rozprawy konczy zestawienie cytowanego pismiennictwa (,Literatura”), liczace
207 pozycji, w znacznym stopniu pokrywajgcych bogaty obszar wiedzy w zakresie lipoprotein oraz

biospektroskopii biatek oraz lipidow.

W petni podzielam zdanie Doktoranta w zakresie wskazania najwazniejszych osiggniec
pracy, wyartykutowanych w ramach rozdziatu , Konkluzje”. Zdecydowanie, bardzo obiecujgcy
wynik stanowi potwierdzenie mozliwosci zastosowania spektroskopii FTIR jako medycznej
metody diagnostycznej w kierunku wielu jednostek chorobowych, w tym miazdzycy. Wyjatkowa

wartos¢ stanowig rowniez opracowane szczegdtowe procedury, na drodze ktérych diagnostyka
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taka mogtaby by¢ prowadzona. Podkreslié nalezy przy tym stosunkowo niskie koszty

zaproponowanych analiz przy ich wysokiej precyzji i poziomie pewnosci.

Na podkreslenie zastuguje réwniez klarownos$é jezyka rozprawy oraz jej stosunkowo
wysoki poziom edytorski. Mégtbym zaproponowaé Autorowi niewiele drobnych korekt. Oto ich

krotka lista:

1. Str. 7., 4. wiersz od dotu, zamiast ,ultrawirowania prébkach” proponuje ,ultrawirowania
w prébkach”

2. Str. 22., 12. wiersz od dotu, zamiast ,lipoprotein o w zakresie” proponuje ,lipoprotein
w zakresie”

3. Str.23., 5. wiersz od dotu, zamiast ,réwniez z przy” raczej ,,rowniez przy”

4. Str. 25., 4. wiersz od dotu, zamiast ,,mikroskopie elektronowg mikroskopii elektronowej”

proponuje ,niskotemperaturowg mikroskopie elektronowg”

Str. 26., 4. wiersz od gory, zamiast ,,zmian tych zmian” wystarczy ,tych zmian”

Str. 36., 1. wiersz od gory, proponuje ,,ramanowskiej” zamiast ,Ramanowskiej”

Str. 38. oraz inne, proponuje ujednolici¢ zapis skrdtu techniki: FT-IR albo FTIR

Str. 64., wiersz 1. nad rysunkiem, ,metodg” zamiast ,metoda”

w % N o Ww

I” IH

Str. 68., wiersz 4. od gory, ,,Amid |” zamiast ,,amid |” (poczatek zdania)

10. Str. 75., 4. wiersz od dotu ,parametru” zamiast ,,parametru parametr”.

Tak wieloaspektowe oraz obszerne opracowanie, jakim znajduje rozprawe doktorskg pana
mgr. inz. Adama Oleszko, dostarcza wielu waznych i nowych informacji pobudzajgc jednoczesnie

ciekawos¢ poznawczg. Wyrazem tego mogg by¢ nastepujgce pytania:

1. Interesujgce podejscie analizy struktury drugorzedowej oraz organizacji molekularnej
biatek, zaproponowane zostato w rozprawie oraz zobrazowane w ramach Rys. 22, na str.
71. Analiza ta opiera sie na ocenie drugiej pochodnej widma absorpcyjnego IR w obszarze
spektralnym amid I. O ile potozenie minimum drugiej pochodnej jednoznacznie wskazaé
moze na potozenie maksimum skfadowej czesci pasma absorpcyjnego to nie jestem

pewien, czy ,gtebokos¢” odpowiednich miniméw odzwierciedla ilosciowo frakcje tych



rl

<7

form spektralnych. Obawiam sie, iz na oceniane ilosSciowo parametry moze mie¢ wptyw
bezposrednie sgsiedztwo innych form spektralnych. Czy w celu rozwiania tego typu
niepewnosci przeprowadzona byta moze dekonwolucja bezposrednich widm

absorpcyjnych IR w obszarze amid I?

Zastanawiam sie rowniez nad skutecznoscig zastosowania parametru r,, wprowadzonego
przez Krilova w 2009 r., do monitorowania upakowania lipidéw w uktadach ztozonych
(Rys. 26, str. 76). Parametr ten, de facto, opiera sie na stosunku absorbancji pasm
sktadowych widma, odpowiadajgcych drganiom rozciggajgcym C-H w grupach CH i CH3
taricuchéw alkilowych lipidéw i w ogromnej mierze zalezy od dtugosci tych taicuchéw.
O ile w prostych uktadach, zawierajgcych jeden lipid, na parametr ten moze mieé¢ wptyw
upakowanie dwuwarstwy to w uktadach bardziej ztozonych, a zdecydowanie w ukfadach
naturalnych, r, odzwierciedlato bedzie, przede wszystkim sktad lipidowy (dtugos¢
tancuchow alkilowych). Moze to jest wtasnie zwigzane z interesujgcym przebiegiem
zaleznosci przedstawionej na Rys. 26 oraz z faktem, iz wiele z punktéw tej zaleznosci

odbiega od zaproponowanej linig przerywang prawidtowosci?

Zastanawiam sie rowniez stosunkowo wiekszym rozrzutem statystycznym wynikow
pomiaréw uzyskanych z zastosowaniem spektroskopii FTIR, w stosunku do analiz
kolorymetrycznych produktéw persoksydacji lipiddw z kwasem tiobarbiturowym (TBARS,
Rys. 33, str. 81). Intuicyjnie, spodziewatbym sie odwrotnej relacji btedéw pomiarowych.
Analiza widm IR, zarejestrowanych w obszarze drgan C=0, odpowiadajgcych réznym
stezeniom H;0, wydaje sie wskazywaé, iz nie rdéinig sie one jedynie poziomem
absorbancji ale réwniez proporcjami sktadowych, wskazujgc na ztozonos$¢ procesow
oksydacyjnych (Rys. 30, str. 80). Ciekaw jestem, czy analiza poziomu widma przy jednej
liczbie falowej, np. 1730 cm™, zamiast integracji catego pasma, prowadzi¢ mogtaby do

bardziej zbieznych wynikow?

Bardzo interesujgcy wynik wskazuje na zmiane struktury drugorzedowej albuminy pod

wptywem wigzania kwasow ttuszczowych (Rys. 38, str. 97). Czy mozliwe jest iz struktura
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drugorzedowa biatka nie ulega tak znamiennym zmianom a jedynie organizacja
molekularna biatka w obecnosci lipidéw? Na poparcie takiej interpretacji mozna by
przytoczy¢ fakt pojawiania sie struktur typu pseudo-B-kartka, na styku oddziatujgcych ze
sobg fragmentow biatkowych. Struktury takie dajg wktad do komponentéw sktadowych

pasma amid | z maksimum przy ok. 1630 cm™.

Formutujgc konkluzje chciatbym stwierdzi¢, iz pan mgr inz. Adam Oleszko przedstawit bardzo
wartosciowg rozprawe doktorskg, opierajgcg sie na wynikach precyzyjnie zaprojektowanych oraz
starannie przeprowadzonych badan eksperymentalnych. Znaczna cze$s¢ wynikéw tych badan
ogtoszona zostata juz réwnolegle w trzech artykutach opublikowanych w czasopismach
specjalistycznych o miedzynarodowym zasiegu. Ponadto, Doktorant jest wspdtautorem dwdch

rozdziatdw w ksigzce monograficznej oraz jednego patentu.

W mojej ocenie, rozprawa doktorska przedstawiona przez mgr. inz. Adama Oleszko spetnia
w zupetnosci warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz
22015 r. poz. 249 1767). Co wiecej, w moim odczuciu, walory samej rozprawy, w szczegdlnosci
zas wysoka wartos¢ aplikacyjna zaproponowanego podejscia analitycznego, sprawiaja,
iz rozprawe doktorska postrzegam jako wyrdzniajgcy. Gratulujgc tak wartosciowych rezultatow
uprzejmie wnosze o dopuszczenie mgr. inz. Adama Oleszko do dalszych etapéw postepowania

doktorskiego, w szczegdlnosci do publicznej obrony.
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