GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY MEDICAL UNIVERSITY OF GDANSK
Katedra Biofarmacji Department of Biopharmaceutics
i Farmakodynamiki and Pharmacodynamics
tel. (48)(58) 3491493 fax: (48)(58) 3493262
ul. Gen. J. Hallera 107, PL 80-416 Gdarisk

Gdansk, 2016-11-28

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr PAULINY FURMANIAK zatytulowanej
wElektroforeza kapilarna zwiqzkow aktywnych biologicznie 7 wykorzystaniem zateZania w

ukladzie pomiarowym”

Elektroforeza kapilarna, podstawowy przedstawiciel technik elektromigracyjnych,
pozwala na szybkie 1 wysoce wydajne rozdzielanie natadowanych elektrycznie sktadnikow
mieszanin w stosunkowo maltych objgtosciach probki. Poczatek rozwoju technik
elektromigracyjnych datuje si¢ na druga potowg XIX wieku kiedy to angielski fizyk Oliver
Lodge opublikowal wyniki pierwszych eksperymentéw elektromigracyjnych w roztworach i
zelach. W 1948 roku szwedzki biochemik Arne Wilhelm Kaurin Tiselius zostal laureatem
Nagrody Nobla z chemii, za m.in. badania nad zjawiskami elektroforezy oraz adsorpcji.
Stellan Hjerten, uczen Arne Tiseliusa, w 1967 roku zaproponowat zastosowanie kapilar o
bardzo malych srednicach wewnetrznych co statlo si¢ poczatkiem wspodlcze$nie znanej
elektroforezy kapilarnej, a w 1984 roku ukazala si¢ pionierska praca japonskiego badacza

Shigeru Terabe proponujaca elektroforetyczne rozdzielanie, poza zwiazkami obdarzonymi



tadunkiem, takze obojetnych elektrycznie czasteczek, z uzyciem micelarnej elektrokinetycznej
chromatografii (micellar electrokinetic chromatography). Tylko publikacje tego ostatniego
wymienionego powyzej naukowca, m.in. w takich czasopismach jak Science, osiagnely w
literaturze $wiatowe] liczbe ponad 17,5 tysiecy cytowan a ich skumulowany wspo6lczynnik
oddzialywania wynosi 70 (wg bazy Web of Science). Swiadczy to niezbicie o bardzo duzym
zainteresowaniu badawczym technikami elektromigracyjnymi a takze o istotnym potencjale
innowacyjnym jaki za nimi stoi. Jednym z takich wyzwan poznawczych, ktoére przycigga
uwage wielu badaczy w tym Autorke recenzowanej dysertacji, jest najpowazniejsza
prawdopodobnie wada technik elektromigracyjnych jaka stanowi stosunkowo niska,
zwlaszcza w porownaniu do technik chromatograficznych, czutos¢ analityczna. Sposréd wielu
podejs$¢ badawczych stosowanych do rozwigzania tego istotnego ograniczenia analitycznego,
szczegblne miejsce zajmuja szeroko rozumiane techniki wzbogacania analitu w kapilarze,
tzw. on-line preconcentration techniques. Zbadanie zjawisk fizykochemicznych zachodzacych
w kapilarze pod wplywem przyktadanego napigcia oraz ich wplyw na Wielkoéé- sygnahu
elektroforetycznego, jak rowniez opis mechanizméw stosowanych technik wzbogacania
analitu w kapilarze, ze szczegélnym uwzglednieniem parametrdw krytycznych zachodzacych
procesow staly si¢ przedmiotem pracy doktorskiej mgr Pauliny Furmaniak.

Oceniana praca doktorska wykonana zostala pod kierunkiem dr. hab. Rafata
Glowackiego w Katedrze Chemii Srodowiska, Wydziahu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego i
jest doskonalym przyktadem kompleksowego podejscia do badan ztozonych proceséw
analitycznych. Praca stanowi kontynuacje¢ prowadzonych w Katedrze badan oraz wpisuje si¢
w dorobek dokonan Zespohi zwigzanych z technikami elektromigracyjnymi. Rezultaty badan
yjete w ocenianej pracy, zostaly udokumentowane siedmioma publikacjami wspoélautorstwa
Doktorantki, w tym pigcioma w renomowanych czasopismach anglojezycznych takich jak,
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Chemistry, Talanta. Laczny wspoélczynnik oddziatywania (tzw. Impact Factor) dla wyzej
wymienionych prac wynosi ok. 12,5. Jest to wynik bardzo dobry i ciagle dosé rzadki wsrod
kandydatéw do stopnia doktorskiego. Mgr Furmaniak jest takze wspotautorem licznych
komunikatéw plakatowych i wystapien ustnych na krajowych i miedzynarodowych
sympozjach specjalistycznych. Przedstawiona dysertacja potwierdza wysoka wiedze i
umiejetnosci kandydata do stopnia naukowego doktora nauk farmaceutycznych.

Praca doktorska mgr Pauliny Furmaniak jest bardzo wartosciowa, zawiera wiele
innowacyjnych osiagni¢é i cennych oryginalnych wnioskéw. Maszynopis pracy jest bardzo
obszerny 1 obejmuje ponad 160 stron. Czeg$¢ teoretyczna opisana we wstepie zawiera sporo
informacji ogélnych z zakresu metod wzbogacania probek w kapilarze, ze szczegdlnym
uwzglednieniem metody spigtrzania w réznych wariantach jej stosowania. Opisana zostata
takze bardzo szczegélowo charakterystyka wybranych probek biologicznych (ekstraktow
roslinnych, krwi, moczu, S§liny) jak roéwniez analizowanych zwigzkow aktywnych
biologicznie. Wspomniany wyzej rozdzial pracy, sposobem i szczegolowoscia opisu, budzi
uznanie dla Autorki, ktéra wykazata si¢ doskonala wiedzg i znajomoscia przedmiotu
opisywanych zagadnien.

Nastepnie, w czesci doswiadczalnej bardzo dokladnie i szczegdtowo opisano takie
aspekty pracy eksperymentalnej jak oznaczanie wybranych form witaminy B w preparatach
farmaceutycznych, oznaczanie apigeniny w ekstraktach roslinnych, oznaczanie soli sodowej
kwasu 2-merkaptoetanosulfonowego w osoczu oraz tiolaktonu homocysteiny w moczu u
ludzi. Wymieniony zakres dzialan eksperymentalnych podjetych w pracy doktorskiej mgr
Pauliny Furmaniak jest bardzo obszerny i zastuguje na docenienie. Omoéwienie wynikow i ich
dyskusja sg napisane szczegétowo 1 bardzo rzetelnie. Udokumentowane zostaty w 12 tabelach
1 na az 72 rycinach. Na pi$miennictwo trafnie dobrane i umieszczone w pracy sktadajg sie 237

pozycje, z czego zdecydowana wigkszos$¢ to publikacje, ktore ukazaty sie po 2000 roku.



Doktorantka w toku prowadzonych badan uzyskala wyniki pozwalajace na
zaproponowanie mniej i bardziej szczegdtowych wnioskéw: 1) polaczenie CE z rdéznymi
technikami zatezania analitéw w kapilarze, w tzw. trybie on-line, pozwala na opracowanie
efektywnych metod, ktore umozliwiaja oznaczanie rozmaitych zwiazkoéw aktywnych
biologicznie w réznorodnych matrycach, 2) zastosowanie metod zat¢zania analitow on-line
pozwala na uzyskanie nizszych wartosci LOD 1 LOQ w poréwnaniu z metodami
niewykorzystujacymi etapu zatgzania, a to z kolei umozliwia wykorzystanie podczas analiz
taniego w eksploatacji i prostego w obstudze detektora UV-Vis, 3) stosowanie zatgzania w
trybie on-line wymaga wstgpnego przygotowania probki, ktorego gh’)wnym. celem jest tzw.
uproszczenie matrycy, w tym zmniejszenie jej zasolenia, 4) zastosowanie odpowiednio
dobranych warunkéw elektroforetycznych umozliwilo az 70-krotne obnizenie granicy
oznaczalno$ci tiolaktonu homocysteiny w poréwnaniu z klasyczna elektroforeza strefowa, 5)
metoda oznaczania chlorowodorku pirydoksyny umozliwita ok. 20-krotne obnizenie granicy
oznaczalnosci w porownaniu do klasycznej metody elektroforezy kapilarnej przy stosunkowo
krotki czasie analiz (10 min) i bardzo prostym przygotowaniu probki. Wazne jest tez
podkreslenie wyjatkowo rzetelnego podejscia badawczego Doktorantki polegajacego na
przedstawieniu walidacji wszystkich opracowanych c¢zy zmodyfikowanych metody
elektromigracyjnych wzbogacania analitow niezaleznie od tego jak bardzo aplikacyjne sa
zaproponowane rozwiazania.

Na osobne uznanie zasluguje wykorzystana w pracy terminologia dotyczaca metod
wzbogacania probek i technik elektromigracyjnych, ktéra z racji na stosunkowo waska grupe
0s6b zajmujacych si¢ w Polsce tymi zagadnieniami jest stabo rozwinigta i praktycznie
rutynowo nie stosowana.

Praca doktorska mgr Pauliny Furmaniak jest bardzo wartosciowa pod wzgledem tresci

merytorycznych i ma niewatpliwe walory poznawcze. Trudno jest znalezé stabe strony



recenzowanej dysertacji czy wymieni¢ jej uchybienia. Niejako z obowiazku recenzenckiego,
po lekturze dysertacji nasungty mi si¢ nastepujace pytania.

Pierwsze pytanie/komentarz zwigzane jest z ilo$cia pracy eksperymentalnej wykonanej
przez Doktorantke w trakcie realizacji doktoratu, ktéra byta niezwykle obszerna i musiata byé
bardzo zajmujaca i czasochionna. Na tym tle uzyskane wyniki wzbogacania analitéw moglyby
by¢ uznane, delikatnie méwiac, za malo satysfakcjonujace. W wiekszos$ci analiz obnizenie
granicy oznaczalno$ci wynosito kilkanascie czy co najwyzej kilkadziesiat razy. Czy nie ma
Doktorantka uczucia frustracji z tym zwiazanego i czym przekonatby potencjalnych
zainteresowanych rozpoczeciem badan do wybrania tej samej $ciezki badawczej a nie np.
zastosowania wysoce czutych technik spektrometrii mas?

Czy obnizenie granicy oznaczalnosci to jest to samo co powszechnie w publikacjach w
tej tematyce uzywany ,,enhancement factor”?

Czy oznaczajac wartosci granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci (LOD i LOQ)
Autorka probowata zastosowaé inne podejscie niz tylko te oparte na stosunku sygnatu do
szumu S/N?

Szkoda, ze przy opisie optymalizacji metod gdzie omawiana byta szerokos$¢ pikow (jak
np. na str. 98) oraz sprawno$¢ oznaczen nie przedstawiano wynikow w postaci parametréw
takich jak szeroko$¢ pikow czy liczba potek teoretycznych.

Powyzsze komentarze i pytania, nie wplywaja na warto$¢ merytoryczng pracy, ktora
oceniam bardzo wysoko. Praca doktorska mgr Pauliny Furmaniak ma wyrazne aspekty
oryginalnosci naukowej. Jest polaczeniem wiedzy i umiejetnosci z zakresu elektroforezy
kapilarnej z aplikacyjnym nastawieniem na metodyke badan bioanalitycznych. Autorka
wykazala si¢ opanowaniem réznorodnych technik 1 procedur, wymagajacych

specjalistycznego oprzyrzadowania.



Biorac powyzsze pod uwagg oraz fakt spelnienia wymagan ustawowych wnioskuje do
Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu L.6dzkiego o dopuszczenie mgr Pauliny
Furmaniak do publicznej obrony tez przedstawionych w dysertacji. Jednoczes$nie, majac na
uwadze, odzwierciedlajacy uzyskane wyniki, dorobek publikacyjny Doktorantki, na ktéry
sktada si¢ w sumie 7 publikacji o lacznej wartosci wspotczynnika oddziatywania IF = 12,5 (w
tym trzy prace, w ktorych mgr Furmaniak jest pierwszym Autorem), skladam wniosek o

wyréznienie rozprawy doktorskie;j.




