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Recenzja pracy doktorskiej

Wykorgystanie spektroskopii oscylacyine
do klinicznych badan lipidiw i lipoprotein krwi clowieka

wykonanej przez Pana Adama Oleszko pod kierunkiem
Pani Prof. dr hab. Malgorzaty Komorowskiej
Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki, Politechnika Wroctawska
Dr hab. Jadwigi Hartwich
Wydzial Farmaceutyczny Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellofiski
Dr inz. Marleny Gasior-Glogowskiej (promototr pomocniczy)
Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki, Politechnika Wroclawska

Recenzowana rozprawa dotyczy spektroskopowej analizy lipidéw i lipoprotein w krwi w
kontekscie potencjalnego zastosowania tej metody w klinicznej diagnostyce. Motywacja
badan sa choroby zespolu metabolicznego charakteryzujace si¢ zaburzona gospodarka
lipidowa, ktérej sledzenie jest niezwykle istotne z punktu widzenia leczenia i zapobiegania

powaznym powiklaniom takim jak zmiany miazdzycowych, cukrzyca, udar.

Stosowane metody diagnostyczne dyslipidemii opieraja si¢ na oznaczaniu stezenia
cholesterolu  dwéch  frakcji lipoprotein: LDL  (lipoproteiny malej gestosci) i HDL
(lipoproteiny duzej gestosci), zakladajac, ze ilos¢ cholesterolu jest wykladnikiem ilosci
frakcji. Bledy oznaczen sa wynikiem niedokladnosci modelu (formut i malej liczebnosci
grupy). Zdarza si¢, ze w przypadku dyslipidemii zwiazanej z podwyzszonym stezeniem
triglicerydéw a cholesterolem w normie, klasyczny lipidogram nie daje poprawnego
obrazu o chorobie tj. o ilosci i zmienionej strukturze lipoprotein. W $wietle
prowadzonych badar wydaje si¢, ze informacja o ilosci VLDL (lipoprotein bardzo malej
gestosci) wzgledem triglicerydow moze by¢ powiazana z ryzykiem rozwoju choroby

sercowo-naczyniowej czy powiklaniami cigzowymi. Stad wynika motywacja badar

Strona | 1



prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy, w doswiadczonych zespolach naukowych
specjalizujacych si¢ w biomedycznych zastosowaniach spektroskopii (p. Prof. dr hab.
Malgorzata Komorowska, Politechnika Wroclawska) oraz klinicznych badaniach
dyslipidemii (p. Dt hab. Jadwiga Hartwich, Collegium Medicum U]J). Dodatkowa opieke
sprawowala p. Dr inz. Marlena Gasior-Glogowska (Politechnika Wroclawska), ktora
pracowala  juz ~w  projektach  interdyscyplinarnych  laczacych ~ badania
medyczne/diagnostyczne 1 spektroskopi¢ oscylacyjna. Nie mam watpliwosci, ze cel badan

1 srodowisko, w ktérym praca byla realizowana bylo bardzo dobrze wybrane.

OGOLNA OCENA ROZPRAWY

Recenzowana rozprawa napisana jest w jezyku polskim na 117 stronach maszynopisu,
dodatkowo przedstawiono wykaz dorobku naukowego, szereg dokumentdéw zwigzanych z
przebiegiem pracy oraz pelne teksty 3 publikacjt Doktoranta z tematyki pracy. Cho¢ uklad
pracy wydaje si¢ Klasyczny (Stresgegente i Abstrakt, 1. Witep, 2. Cel badaii tegy pracy ¢ zadania
badawcze, 3. Metody badawcze, 4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Wnioskz, Konkluzje, Literatura) to
zawartos¢ niektérych podrozdzialéw jest nieco inna niz zwyczajowo. Mam tu na mysh np.
Metody badawceze, ktore podzielone zostaly ze wzgledu na zadania badawcze realizowane w
pracy, a nie explicite na stosowane metody. Z jednej strony to moze ulatwiac lekture pracy,
ale z drugiej powoduje szereg powtdrzen w opisie stosowanych metod, gdyz pojawiaja si¢
one przy wielu zadaniach badawczych. Rowniez cel badan polaczony z tezami pracy oraz
zdaniami badawczymi wydaje si¢ powtarzac te same tresci sformulowane innymi slowy

przez co trudniej uchwyci¢ najwazniejszy cel.

Generalnie, poszczegdlne rozdzialy pracy pokazuja motywacje, metodologie 1 efekty
prowadzonych badan. Wsfgp przedstawia pokrotce szereg zagadnien tj. biologiczne
znaczenie lipoprotein, kliniczny obraz dyslipidemii, metody 1zolacji 1 badan lipoprotein, a
takze stres oksydacyjny 1 jego powlgzanie z miazdzyca, 1 w koficu zarys potencjalnych
zastosowan diagnostycznych spektroskopii oscylacyjne). Z tego widac, ze jest szereg
metod oznaczen lipoprotein, ale Doktorant poszukuje nowych rozwiazan, ktére moglyby
by¢ tanie 1 szybkie, a wigc potencjalnie wprowadzone do diagnostyki medycznej. Co do
zastosowanl klinicznych spektroskopii oscylacyjnej to faktycznie juz si¢ takie pojawiaja, ale
przyklady tu przytoczone chyba nie najlepiej to odzwierciedlaja — szereg badan
podstawowych o potencjalnym zastosowaniu to jeszcze daleka droga do kliniki, ponadto
wiele z przytoczonych tu przykladéow dotyczy badan tkanek, choroby nowotworowej, a
bardzo nieliczne tylko zagadnien analizy lipoprotein. Faktycznie literatura na te temat nie
jest bogata, ale moze warto wspomnie¢ tez generalnie o zastosowaniu spektroskopii
oscylacyjne) w analizie krwi 1 jej frakcji. Mozna powiedzie¢ wiec, ze Wifgp to wlasciwie

motywacja pracy, przekonujaco przedstawiona, ale brakuje szerszego tla literaturowego.
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Cel pracy to pokazanie potencjalu spektroskopii oscylacyjnej w analizie lipoprotein w
surowicy krwi. Oprécz innych, pobocznych, tez waznych celéw, ten stanowl 0§ calej
pracy. Doktorantowi udalo si¢ go zrealizowac uptzednio dobrze wyznaczajac

poszczegOlne etapy badan.

Metody badaweze to spektroskopia oscylacyjna (FT-IR-ATR i FT-Raman) i metody
teferencyjne oznaczania zawartosci triglicerydéw, bialek, cholesterolu, fosfolipidow we
frakcji VLDL oraz spektroskopia UV-vis. Analiza widm opierala sie gléwnie na metodzie

PLS pozwalajacej na ilo§ciowe oznaczania analitow.

Wyniki i Dyskuga, dwa niezalezne rozdzialy, w tym samym ukladzie, przedstawiaja
jakos$ciowa oceng frakcji lipidowej oraz skladnikéw surowicy, ilosciowa analize TG-VLDL
w surowicy krwi, ocene frakcji VLDL na agregacje, wplyw stresu oksydacyjnego na lipidy
w osoczu oraz wplyw kwasu palmitynowego na strukture albuminy. Jako szczegodlnie
interesujace oceniam rozszerzenie badaf na zmiany oksydacyjne zachodzace w lipidach
osocza w modelu gdzie zwierzeta poddawane byly zabiegom hemodializy prowadzacym
do aktywacji ukladu odpornosciowego i wydzielania przez neutrofile reaktywnych form
tlenu. Jak pokazano, technika FI-IR-ATR wykazuje przydatnos¢ do monitorowania
uszkodzen oksydacyjnych lipidow.

Najwazniejszym wnioskiem pracy wydaje si¢ pokazanie przydatnosci techniki ATR-FT-IR
w oznaczaniu zawartoéci TG-VLDL oraz fosfolipidéw bezpostednio w surowicy krwi bez
koniecznosci izolacji frakcji VLDL. Pokazano tez, ze zwigkszona zawartos¢ fosfolipidow

zwieksza podatno$c lipoprotein VLDL na agtegacje.

Praca jest dobrze zaplanowana, rysunki wykonane sg starannie, jednak sporo jest bledow
edytorskich (powtérzes, literéwek), ktorych na tym etapie skorygowac sie nie da, jednak
na przyszlo§¢ warto poswieci¢ tej kwestii wigcej czasu bo praca zyskuje, lub traci, przez
swa edytorska oprawe. Lektura pracy jest intersujaca, przystepnie opisano wszystkie
zagadnienia, wyniki sa dobrze udokumentowane.

UWAGI SZEGOLOWE

Kilka pytan i drobnych komentarzy nasunely si¢ podczas czytania rozprawy, oto niektore
z nich:

1/ Kilka uwag edytorskich podalam juz wczesniej. Dodam jeszcze, ze rdznie oznaczana
jest gtéwna technika badawcza stosowana w pracy (FT-IR, FTIR-ATR). Ponadto, w spisie
treéci jest niespdjnosé pomiedzy punktami 3.1, 4.1. 1 5.1 (str. 4). W zasadzie wszystkie
dotycza jakosciowej oceny frakcji lipoprotein, tyle, ze w Metodach podano, ze chodzi o
osocze, za§ w Wynikach i Dyskusji, ze o surowice. Z tresci wynika, ze wszedzie mowa o
surowicy.
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2/ Na str. 8 w Stresgezenin mowa jest o symulacji komputerowej na drodze dynamiki
molekularnej. Nie znalazlam jej w pracy; kto ja przeprowadzal i1 czego dokladnie
dotyczylar

3/ W kilku miejscach pracy, m.in. we Wrioskach podano, ze spektroskopia oscylacyjna jest
przyjazna dla pacjenta, zas w Stresgigenin, ze spektroskopia oscylacyjna jest bardzie;
dostepna niz inne metody, w tym NMR. Mysle, ze na uczelni obie metody sa dost¢pne,
za§ w klinice jak na razie Zadna (chyba, ze uwzglednimy MRI). Faktycznie koszty
aparatury spektroskopowej FT-IR sa nizsze, szczegblnie jesli moéwimy o prostych
spektrometrach, takie jak uzywane w tej pracy. Wazne jest chyba jednak by pokazaé
réwnie dobra a nawet lepsza skutecznos¢ spektroskopii oscylacyjnej, wyznaczanej przez
jej selektywnos$¢ 1 swoistoSC (specificity and selectivity). Tej dyskusji w pracy zabraklo.
Podobnie, stwierdzenie, ze spektroskopia oscylacyjna jest przyjazna dla zastosowan
klinicznych jest na razie zbyt optymistyczne (str. 34). Jak na razie praktycznie nie ma

takich zastosowan, poza probami réznych badan w klinikach i poza nimi.

4/ Na Rys. 7 pokazano kotelacj¢ pomiatéw obrazowania ramanowskiego z barwieniem
histologicznym H&E. Wg mojej wiedzy intensywny kolor na barwieniu histologicznym
koreluje ze zmianami nowotworowymi, a tu pokazano, ze jest na odwtot...prosze o

komentarz.

5/ Na stt. 39, punkt 7, podano, ze na widmach ramanowskich bedzie prowadzona
identyfikacja pasm absorpcji. Pasm ramanowskich nie nazywamy pasmami absorpcii,

sadze, ze to pomylka. W tekscie wiele razy pojawia si¢ to okreslenie np. w nagléwku
Tabeli 3, str. 61.

6/ W tabeli 3, str.61, podano przypisania pasm na widmach FT-IR-ATR i Ramana
surowicy krwi (ktora jak wiadomo sklada si¢ z bialek, wody i lipidéw, co widzimy na
Rys.11, str. 60). W tabeli 3, w dolnym zakresie spektralnym w zasadzie pominieto lipidy,
cho¢ przypisane zostaly do drgasi rozciagajacych CHs i CHa. Na Rys. 11 miedzy Amidem
II 1 Amidem III pojawia si¢ przypisanie V«(CH3), sadze, ze chodzilo o drganie
deformacyjne tej grupy.

7/ Zastanawia mnie dlaczego w analizie PLS, tysunki na str.66 i 67, wybrano 7 1 5
czynnik6w odpowiednio dla widm ramanowskich i FT-IR-ATR. Z rysunku 17 wydaje si¢
wynika¢, ze niski blad RMSEP osiaga si¢ juz przy 3 czynnikach dla widm ramanowskich.

8/ Na str. 71 podano, ze pozioma i pionowa linia na wykresie na rys. 23 wskazuje na brak
agregacji. Trudno mi dostrzec te linie, uptzejmie prosze o komentarz.
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Wymienione tu komentarze i uwagi nie zmieniaja oceny pracy - bledy edytorskie sa
drobnymi pomylkami, a reszte uwag prosze traktowa¢ jako pole do dyskusji podczas
obrony.

PODSUMOWANIE

Rozprawe oceniam wysoko i uwazam, ze przedstawiona rozprawa doktorska Pana Adama
Oleszko spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim. Jest to praca interdyscyplinarna,
zastosowane podejscie metodyczne jest poprawne i opatte na najnowszej wiedzy.
Pokazuje ona, ze Doktorant posiadl umiejetnosci prowadzenia analiz spektroskopowych
w kontekscie diagnostycznym, w zakresie badan lipidow, ale z potencjalem rozszerzenia

tej wiedzy na inne zagadnienia.

Dodatkowo nalezy podkresli¢ dorobek publikacyjny Doktoranta. Wg zamieszczonego
zestawienia z tematyki pracy opublikowal 3 dobre publikacje, jako pierwszy autor (BioMed
Research International, Spectrochimica Acta A, Acta of Bioengineering and Biomechanics), jest
wspélautorem  przyznanego patentu, autorem dwoéch rozdzialow  w ksigzkach,
prezentowal wyniki w postaci posteréw na wielu konferencjach w Polsce. Dodatkowo jest
aktywny w zakresie podnoszenia swych kwalifikacji 1 wiedzy z zakresu optometrii, ktorej
jest specjalista. Nalezy doda¢, ze Studia Doktoranckie 1 prace doktorska wykonywal
réwnolegle ze Studiami Podyplomowymi-Optometria, dodatkowo pracujac zawodowo.

Podsumowujac, uwazam, ze zlozona rozprawa spelnia w pelni wymagania stawiane
pracom doktorskim okteslone w Ustawie g dnia 14 marca 2003 7. 0 stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w akresie s3tuki oraz w Rogporzadzenin Ministra Nanki i
Sxkolnictwa Wysszego 3 dnia 22 wrseinia 2011 r. w sprawie s3ezegolowego trybu preprowadiania
cxynnosci w pryewodach doktorskim i habilitacynym ora3 w postgpowanis o nadanie tytulu profesora, 1
wnioskuje o dopuszczenie Pana Adama Oleszko do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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