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Tematyka podjeta w rozprawie doktorskiej jest aktualna i dotyczy zwigzkow
zawierajgcych siarke, ktére sa przedmiotem zainteresowania o$rodkow naukowych w Polsce
1 na $wiecie, zajmujacych si¢ zwlaszeza badaniami biomedycznymi. Biologicznie wazne
zwigzki siarki, takie jak aminokwasy siarkowe sa od wielu lat przedmiotem badan naukowych
w zespole, ktéorym obecnie kieruje pan prof. Rafal Glowacki. Prezentowana rozprawa jest
przykladem wiasciwego rozszerzenia tematyki realizowanej na Wydziale Chemicznym UF,
przez pana prof. Edwarda Balda. Homocysteina i cysteina sg endogennymi aminokwasami
tiolowymi, ktérych obnizone, badZz podwyzszone stezenie wystepujace w  plynach
ustrojowych ludzi moze mieé istotny zwigzek 2z wystgpowaniem réznych standw
chorobowych. W literaturze naukowej sporo uwagi poswieca si¢ poszukiwaniom rozwigzar,
ktére ulatwityby kontrolowanie poziomu stezen homocysteiny i cysteiny w materiatach
biologicznych. Ponadto, niezwykle wazne jest zrozumienie procesow biochemicznych, ktore
zachodzg z udzialem tych niskoczgsteczkowych tioli.

Zaprezentowane w pracy wyniki. ktore pragne wyraznie podkreslié poprzedzone
zostaly szeregiem przemyslanych, trudnych i zmudnych eksperymentow., pozwolity na

wykazanie mozliwosci powstawania tiazynowych i tiazolidynowych pochodnych w



warunkach in vitro oraz in vivo. Substratami tych reakcji byly wilasnie endogenne
aminokwasy tiolowe- cysteina i homocysteina oraz N-homocysteinylowa albumina a takze
aldehyd mrowkowy, octowy i fosforan 5’-pirydoksalu.

Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze tematyka rozprawy doktorskiej jest wazna
zar6wno pod wzgledem poznawcezym, jak i praktycznego wykorzystania opracowanych

metod chromatograficznych w badaniach probek biologicznych.

Struktura i tresé rozprawy doktorskiej

Recenzowana praca mgr Moniki Wyszcezelskiej-Rokiel liczy 131 stron, sktada sie z
czgsel literaturowej( 41 stron ) oraz z czgSci doswiadezalnej, ktora obejmuje szczegbtowo
opisane procedury analityczne, uzyskane wyniki badan z rozbiciem na zagadnienia dotyczace
opracowanych metod chromatograficznych, badan reaktywnosci endogennych aminokwaséw
tiolowych wzgledem wybranych aldehydéw oraz wyniki zwigzane 7 probami derywatyzacji
tiazynowychh i tiazolidynowych aminokwasow tiolowych a takze szezegdtowy dyskusje
uzyskanych wynikéw badafn oraz przedstawienie trafnych koncowych wnioskow., W
rozprawie zawarte sg takze: krotki wstegp, informacje dotyczgce wykorzystania soli
chinoliniowych do derywatyzacji zwigzkéw siarki, analityka endogennych aminokwasow
oraz powigzanie ich z réznymi chorobami, w tym chorobami neurodegeneracyjnymi, do
ktérych wlicza sie chorobe Parkinsona i Alzhaimera, Ponadto, w pracy przedstawiono jasno
sprecyzowany cel i zakres prowadzonych zadan badawczych. Cytowana literatura obejmuje
176 pozycji naukowych polskich i zagranicznych, z przewaga tych drugich.

Wykaz dorobku naukowego Doktorantki Jest bardzo dobry i wskazuje na duzg jej
aktywnos¢ naukowg (4 opublikowane prace naukowe, w tym 3 w dobrych czasopismach
naukowych z listy filadelfijskiej), liczne wystgpienia konferencyjne obejmujagce zardwno
komunikaty ustne jak i posterowe oraz udzial w projektach naukowych jako
wspotwykonawea ( jeden z projektow finansowany przez Narodowe Centrum Nauki).

W czesci literaturowej Autorka oméwila zagadnienia dotyczace derywatyzacji
chemicznej, ktora w przypadku zwigzkoéw tiolowych jest niezbednym etapem przygotowania
probki, poniewaz zabezpiecza reaktywng grupg tiolowa przed reakcjami utleniania.
Szezegdtowo  opisata wykorzystanie soli chinoliniowych do derywatyzacji endo- i
egzogennych zwigzkow zawierajacych siarkg. Doktorantka,  przedstawita takze dane
dotyczace stosowania soli chinoliniowych (tetrafluoroboranu 2-chloro-1-
metylochinoliniowego i jego pochodnej tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylolepidyniowego)

w analityce probek biologicznych. Jasno wskazata znaczenie endogennych aminokwaséw



tiolowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych o duzym znaczeniu biologicznym, czyli
cysteiny i homocysteiny. Szczegélnie godne podkreslenia jest to, ze w pracy przedstawiono
trudnosci jakie mozna spotka¢ podczas oznaczania aminokwaséw tiolowych w prébkach
biologicznych, gdzie czgsto zawartosé analitu jest kilka a czasami kilkaset razy nizsza od
stgzen pozostalych sktadnikéw matrycy. Te czgs¢ pracy oceniam wysoko. Przedstawione w
niej dane sg dobrym wprowadzeniem do dalszych zagadnien omawianych w kolejnych
rozdziatach dysertacji.

Cel badan zostat sformutowany czytelnie i poprawnie. Dotyczyt zbadania mozliwosci
reakcji homocysteiny (Hey) i cysteiny (Cys) z fosforanem 57-pirydoksalu (PLP), aldehydami
mrowkowym i octowym w warunkach fizjologicznych oraz opracowania metod, ktore
pozwalaja na oznaczanie powstajacych w wyniku tych reakcji tiazynowych i tiazolidynowych
pochodnych w roztworach wodnych standardow oraz osoczu cztowieka.

Cel glowny pracy obejmowat zadania badawcze, takie jak: opracowanie metody
rownoczesnego oznaczania endogennych tioli nisko- i wielkoczgsteczkowych w probkach
wodnych standardow i osoczu, zbadanie reaktywnosci endogennych aminokwasédw tiolowych
wobec aldehydu mréwkowego, octowego 1 fosforanu 5’-pirydoksalu w warunkach
fizjologicznych in vitro, zbadanie reaktywnosci cysteiny i homocysteiny wzgledem fosforanu
5’-pirydoksalu in vivo. Ponadto, syntez¢ 7-acetyloamino-4-merkapto-2,1,3-benzoksadiazolu
(AABD-SH) - odezynnika derywatyzujacego anality poprzez grupe  karboksylowg i
umozliwiajgcego oznaczanie badanych tiazynowych i tiazolidynowych pochodnych z
wykorzystaniem detektora spektrofluorymetrycznego oraz opracowanie metody oznaczania
Cys-PLP technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja UV-Vis. W tym
miejscu chee podkredli¢, ze realizacja zalozonego celu glownego i zadan badawczych
wymagata ogromnego eksperymentalnego wktadu pracy Doktorantki.

W czgdei  doswiadezalnej rozprawy szczegdlowo omowiono miedzy innymi:
opracowanie metod chromatograficznego oznaczania albuminy i tioli niskoczasteczkowych w
roztworach wodnych standardéw i osoczu z uwzglednieniem  zaleznosci  wydajnosci
poszczegélnych  reakcji  derywatyzacii, optymalizacj¢ ~warunkéw  redukcji wigzan
disiarczkowych, doboru warunkow chromatograficznego rozdzielenia tioli
niskoczgsteczkowych i albuminy, walidacje opracowanych metod i ich zastosowanie do
probek rzeczywistych. Opracowanie materiatu doswiadczalnego wskazuje na bardzo dobre
opanowanie umiejgtnosci eksperymentalnych przez Doktorantke, o czym $wiadczy chociazby
swiadomos¢ potrzeby zmodyfikowania procedury syntezy 7-acetyloamino-4-merkapto-2,1,3-

benzoksadiazolu (AABD-SH), prowadzacej do istotnego zwickszenia wydajnosci procesu.
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Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Dokonujac oceny merytorycznej rozprawy doktorskiej i dyskusji wynikow za
najbardziej wartosciowe w przedstawionej pracy uznaje opracowanie i opublikowanie nowej
chromatograficzne; metody  réwnoczesnego  oznaczania réznych  form  tioli
niskoczasteczkowych i albuminy, w jednym postepowaniu analitycznym.

Ponadto, waznym elementem rozprawy w moim odczuciu byto:

- wykazanie, Ze reakcja powstawania tiazynowych i tiazolidynowych pochodnych
aminokwaséw tiolowych i aldehydow moze zachodzi¢ takze w warunkach in vivo,

- Wwykazanie, ze fosforan 5°-pirydoksaly (PLP) moze wystepowaé w organizmie takze w
postaci zwigzanej - w formie tiazolidynowej pochodnej cysteiny,

- zmodyfikowanie  procedury otrzymywania 7-acetyloamino-4-merkapto-  2.1.3-
benzoksadiazolu (AABD-SH).

Uwagi

Z obowiazku recenzenta, ktory poza podkresleniem niewatpliwych zalet tej pracy ma
takze obowigzek wskazania pewnych uwag i postawienia pytan, niniejszym to czynie.
Wezesniej jeszeze chee wyraznie podkresli¢, ze praca mgr Moniki Wyszcezelskiej-Rokiel jest
bardzo starannie przygotowana, dotyczy to takze strony graficznej. Zauwazone usterki
redakeyjne, bledy stylistyczne i interpunkcyjne w pracy sg nieliczne i nie obnizaja wartosci
naukowej przedstawionej rozprawy doktorskiej.

Wérod niedociggnieé w pracy nalezy wymieni¢ m.in. bledne zapisy w nazwach raz
pisane in vivo bez myslnika innym razem wlasnie z myslnikiem (str.8, 43,100 i 121), bledy
literowe wystepujgce w wyrazie: »probek™ (str. 46), kropka po liczbie 8 (str. 53, ostatnia
linijka), niefortunne zapisy z ciagtym naduzywaniem wyrazu derywatyzacja, ktéry mozna
stara¢ si¢ zastgpi¢ chociazby zwrotem przeprowadzenie w pochodne (m.in. str.57 ostatnie 3
linijki od dotu,) »»---kinetyke reakcji derywatyzacji, wydajnos¢ w zaleznosci od nadmiaru
odczynnika derywatyzujacego....:) , »---Wydajnos¢ reakcji derywatyzacji w zaleznosci od
nadmiaru molowego zastosowanego odczynnika derywatyzujacego.” (str.58 ostatni akapit).
Naduzywanie i nieprawidlowe stosowanie wyrazu i wyrazenia detekcja, wiasciwosci
detekcyjnych, detekcja mas (przykladowo str.13-15, niezrozumiate przedostatnie zdanie w 2

akapicie  str.15  Reakcje derywatyzacji sa  takze stosowane podczas  analiz



chromatograficznych wykorzystujacych detekcje mas. W tym przypadku maja one
najczeseiej na celu zwigkszenie stopnia jonizacji analitu” ).
Posrod uwag dyskusyjnych i merytorycznych mozna wymienic:
» Wykaz skr6téw na poczatku rozprawy jest niekompletny, brak wyjasnienia m.in.
skrotow HILIC, IPR, RP, R, i inne.
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Utrudniajg czytanie pracy stosowane przecinki, zamiast srednikéw, np. ,,...0 stezeniu
0,2 mol/l i nastgpujacym pH: 6, 7,4, 8, 91 107 i »---Wprowadzono po 50 ml osocza,
0.25,0,5, 1,1,5,212,5 ml (Hey)...” (np. str.51, 53).

» Niefortunne zdanie ,,...pochodne chinoliny wyizolowa¢ mozna wykorzystujac pirolize
badz inne reakcje rozktadu” (str.16, 2 akapit). Piroliza nie jest technikg izolacji
Zwigzkow.

» Zdanie ,,...glutationu, ma whasciwosci detoksykujagce miedz, olow i kadm” (str 25,
ostania linijka 1 akapitu). A co np. z rtecig?

» Brak informacji w punkcie dotyczacym odezynnikéw zsyntezowanych w laboratorium
(str. 44) o odczynniku derywatyzujacym AABD-SH, dopiero na dalszych stronach
pracy (str. 78-79) pojawia sie szczegotowy opis.

» Brak podpisu pod rysunkami na str. 74 i 83 (opisy pojawiajg si¢ dopiero na nastepnych
stronach).

» Brak odnosnikow literaturowych do wzoru na str. 86, dotyczacym rozdzielczosci (Ry).

» Brak komentarza do rysunku na str. 94.

Podsumowanie recenz;ji
Z calym przekonaniem stwierdzam, ze Doktorantka wykazala si¢ wiedza w tematyce
bedacej przedmiotem rozprawy doktorskiej. Nalezy zwlaszcza podkresli¢ ogrom pracy
doswiadczalnej przez Nia wykonany zwigzany z opracowaniem i walidacja metod
chromatograficznych oraz umie; ¢tnoscig interpretacii i dyskusji otrzymanych wynikow.
Oceniajge prace doktorska mgr Moniki Wyszezelskiej-Rokiel stwierdzam, ze praca
dotyczy aktualnej i waznej tematyki, zaréwno pod wzgledem poznawczym, jak i praktycznym
oraz wnosi elementy nowosci w zakresie opracowania nowej metody chromatograficznej
oznaczania réznych form tioli niskoczasteczkowych i albuminy, w jednym toku
analitycznym. Dlatego uzyskane w tej rozprawie doktorskiej wyniki badan czynia jg
wyjatkowo interesujaca, o duzej wartosci poznawezej a opracowane metody moga zostaé

wykorzystane takze w praktyce diagnostycznej.



Praca spelnia warunki okreslone w art.13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych 1 tytule naukowym (Dz. U. z 20003 r., nr 65 poz. 595 wraz z

pdzniejszymi zmianami).

Whniosek koncowy

Podsumowujgc, wyrazam przekonanie, ze recenzowana rozprawa mgr Moniki
Wyszczelskiej-Rokiel zatytulowana ,,Chromatograficzne badania tiazolidynowych
i tiazynowych pochodnych endogennych aldehydéw” spelnia wymogi stawiane pracom
doktorskim, wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy i wnosze o dopuszezenie jej Autorki do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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