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Recenzja
rozprawy doktorskiej autorstwa mgr Moniki Wyszczelskiej-Rokiel
pt. ,,Chromatograficzne badania tiazolidynowych i tiazynowych
pochodnych endogennych aldehydow”

Podejmujac si¢ oceny recenzji pracy doktorskiej realizowanej w grupie
badawczej dr hab. Rafala Glowackiego, prof. UL, kierowalam si¢ duzym
zainteresowaniem i ciekawos$cia odnosnie postgpoéw w analityce zwigzkéw tiolowych.
Pani mgr Monika Wyszczelska-Rokiel przedlozyta prace doktorska dotyczaca
. Chromatograficznych badari tiazolidynowych i tiagynowych pochodnych endogennych aldebydow”.
Realizowane w ramach tej pracy badania $cisle wpasowujq si¢ w tematyke badawcza
Promotora, ktéra zostata zapoczatkowana w Katedrze Chemii Srodowiska kierowanej
wowcezas przez prof. dr hab. Edwarda Balda i jest stale rozwijana oraz doskonalona
poprzez wprowadzanie nowych odczynnikéw do derywatyzacji. Osiagniecia tego
Zespotu sa bardzo pozytywnie odbierane w §rodowisku naukowym analitykow.

Identytikacja endogennych aminokwaséw tiolowych, to ogromne wyzwanie dla
badaczy chociazby ze wzgledu na dodatkowy krok w postgpowaniu analitycznym -
konieczno$¢ przeprowadzania substancji w pochodne, czyli wprowadzenie procesu
derywatyzacji. Niezbedna jest w tym przypadku szeroka wiedza na temat wiasciwosci
samych analitow i odczynnikéw derywatyzujacych oraz przestrzeganie rygoru
analitycznego w postepowaniu zwlaszcza z probkami biologicznymi. To istotny krok
w metodyce prowadzonych badan w poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie dotyczace
powstawania tiazyn i tiazolidyn w organizmach zywych w wyniku reakcji
aminokwaséw tiolowych z endogennymi aldehydami. Podjeta w pracy problematyka
badawcza jest interesujaca zaréwno =z punktu widzenia analitycznego, jak
1 poznawczego zwlaszcza, jezeli chodzi poszukiwanie zwigzku powstajacych adduktow
ze schorzeniami neurodegeneracyjnymi.

Praca doktorska Pani mgr Moniki Wyszczelskiej-Rokiel skonstruowana jest
w klasyczny sposéb, czyli ma wyodrebniona zwigzla czes¢ literaturows (ta czesc
obejmuje okolo 25 procent objetosci pracy), opis wykonywanych doswiadczen,

zestawienie uzyskanych wynikéw, ich dyskusje, podsumowanie i wnioski oraz spis
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odno$nikéw literaturowych. Rozprawa zostala oparta na 176 pozycjach literaturowych,
na ktore skladaja si¢ glownie artykuly o obiegu miedzynarodowym zamieszczone
w fachowych czasopismach naukowych. To zbiér aktualnych osiagnie¢ innych
osrodkéw badawczych w obrebie poruszanej tematyki. Praca doktorska zwieficzona
jest najwazniejszymi osiagnigciami naukowymi Autorki. Calo$¢ pracy poprzedzona
jest uzytecznym wykazem skrotéw zastosowanych w pracy oraz krotkim wstepem,
jednak w obrebie tego jednostronicowego wprowadzenia mozna odnalezé
potwierdzenie istotnosci podjetych badan na tle dotychczasowych osiagnigé.

Czes¢ literaturows Autorka podzielita na dwa rozdzialy. W pierwszym z nich
omoéwione zostaly mozliwosci  wykorzystania soli  chinolinowych w  procesie
derywatyzacji. Wyczerpujaco zaprezentowala znaczenie derywatyzacji chemicznej, jako
czgsto niezbednego etapu w przygotowaniu prébek oraz zmiany wlasciwosci
fizykochemicznych analitow. Wrazenie robi wnikliwo$¢ z jaka Doktorantka omawia
reakcje wybranych endogennych zwigzkéw siarki z  preferowanymi do tego
odczynnikami derywatyzujacymi — zwlaszcza z solami chinolinowymi. Mozna juz na
tym etapie zauwazyc¢, ze zarowno tematyka jaka podje¢la w pracy doswiadczalnej, jak
1 zagadnienia niezbedne do rozwigzywanie napotkanych problemdw sg interesujace, ale
wymagaja wiedzy i zaangazowania do przeprowadzenia zmudnych eksperymentéw.
W obrebie tego rozdzialu mozna znalezé réwniez charakterystyke fizykochemiczna
soli chinolinowych oraz mozliwosci wykorzystania tych substancji do upochadniania
zwigzkow siarki. Jest to istotna i niezbedna wiedza w celu przygotowania probek z
plynéw ustrojowych, ktére ze wzgledu na zlozono$¢ matrycy wymagaja poznania
oddziatywan pomiedzy skladnikami matrycy a analitem oraz ogromnej rozwagi
analityka podczas pracy z takim materialem. Drugi, a zarazem ostatni rozdzial tej
czgSci pracy Autorka poswiccila omowieniu znaczenia i analityce endogennych
aminokwaséw tiolowych. Mozna tu odnalez¢ interesujace doniesienia literaturowe
dotyczace oddzialywania endogennych aminokwaséw tiolowych na organizm ludzki,
gdzie brak réwnowagi w ich wystgpowaniu moze w konsekwenciji prowadzi¢ do
zaburzenia prawidlowego funkcjonowania uktadu krazenia, zmian
neurodegeneracyjnych  (choroba  Parkinsona czy Alzheimera) czy innych
niebezpiecznych dla naszego organizmu schorzen. Jednoznacznie mozna stwierdzié, ze
istotnos$¢ tych badan jest bardzo wazna w celu poznania mechanizméw rzadzacych
rozwojem tych choréb. Kolejny podrozdzial dotyczy innych biologicznie aktywnych
pochodnych endogennych aminokwaséw tiolowych, ktére powinny by¢ brane pod
uwage podczas ustalania calkowitego bilansu tych zwiazkéw w organizmie. Cennym
dla analityka jest nastepny podrozdzial, gdzie Pani mgr Monika Wyszczelska-Rokiel
nakreslita podstawowe trudnosci z oznaczaniem aminokwaséw tiolowych w probkach

biologicznych.
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Uklad tej czeSci pracy nie budzi wigkszych zastrzezen, a omawiane
w poszczegolnych rozdzialach zagadnienia sq przemyslane i jasno sprecyzowane.
Jednak odwolujac si¢ do tematu pracy spodziewalabym si¢ zaprezentowania
mozliwosci wykorzystania technik chromatograficznych w polaczeniu z réznymi
sposobami detekcji oraz wykazana ich zalet i wad przy oznaczaniu zwigzkow
tiolowych. Tylko zdawkowe informacje mozna odnalezé w ostatnim podrozdziale,
gdzie Autorka poswigcila jeden akapit 1 zacytowala tylko jedna pozycije literaturowa
(str. 40). Szkoda, ze nie dokonala w tym zakresie bardziej wnikliwego rozeznania
literaturowego, chociazby korzystajac ze znacznych doswiadczen Zespotu naukowego
Katedry Chemii Srodowiska, w ktorej realizowana byla praca doktorska. Na
podkreslenie zastuguje obszerny material Zrédlowy, z ktérym Autorka musiata si¢
zapozna¢ 1 wnikliwie go przestudiowac. Niewatpliwie, dzigki temu mozliwe bylo
sprecyzowanie celow pracy a zdobyta podczas tych studiéw literaturowych wiedza
tematycznie $ciSle zwigzana jest z zakresem czeSci doswiadczalnej majacej wplyw na
zaplanowanie i przeprowadzenie badan.

Pochylajac si¢ nad wynikami i ich interpretacja mozna stwierdzié, ze zalozone
cele pracy zostaly osiagnigte, co oznacza, ze Autorka opracowala metod¢ pozwalajaca
na oznaczanie 1 identyfikacj¢ powstajacych tiazynowych i tiazolidynowych pochodnych
w osoczu ludzkim z wykorzystaniem polaczenia derywatyzacji chemiczne;
z chromatografia cieczowa. Ten nadrzedny cel pracy wymagal zaplanowania
1 przeprowadzenia licznych badan zwiazanych z reaktywnoscia endogennych
aminokwaséw tiolowych wobec aldehydu mréwkowego, octowego 1 fosforanu
5-pirydoksalu w warunkach iz witro oraz w przypadku fosforanu 5’-pirydoksalu
rowniez w warunkach zz vivo. Mozna zauwazyc, ze interpretacja uzyskanych wynikow
przeprowadzona jest z duza ostroznoscia, ktéra Swiadczy¢ moze o pelnej swiadomosci
ryzyka popelnienia bledu. Ponadto, Autorka przeprowadzila syntez¢ odczynnika do
derywatyzacji 7-acetyloamino-4-merkapto-2,1,3-benzoksadiazolu proponujac
modyfikacje na dwoch etapach jego otrzymywania (szkoda, ze szerzej o tym nie
wspominano) i poddata uzyskany produkt charakterystyce fizykochemicznej w celu
potwierdzenia struktury otrzymanego zwigzku. Pozwolito to na opracowanie
kompleksowej procedury analitycznej od momentu przygotowania probki
z uwzglednieniem derywatyzacji chemicznej badanych analitéw w osoczu, az do ich
koncowego, iloSciowego oznaczenia za pomocg chromatografii cieczowej
w polaczeniu z detekcja spektrofotometryczng. Cze$¢ doswiadczalng pracy zakonczyla
Autorka zwigzlym, ale zarazem tres$ciwym podsumowaniem przeprowadzonych badan
oraz wnioskami wysnutymi na postawie uzyskanych wynikéw.

Doswiadczenia zrealizowane w ramach pracy doktorskiej zostaly przedstawione
w przejrzysty i klarowny sposob, ktéry umozliwia §ledzenie poszczegdlnych etapow

badan 1 postepéw w ich realizacji. Opracowane podczas prowadzonych
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cksperymentow procedury analityczne (rozdzial 3), zaréwno zwigzane z synteza
odczynnika derywatyzujacego, jak 1 poszczegélnych etapéw badan sz starannie
przygotowane z uwzglednieniem wszystkich warunkéw, co zapewnia wiarygodnosé
uzyskiwanych wynikéw i mozliwo$¢ ich odtworzenia przez inne osoby. Nie jest moim
zamiarem streszczenie przeprowadzonych badan, jednak nalezy podkreslic, ze opis
przeprowadzonych doswiadczen oraz dyskusja wynikéw, dowodza rzetelnosci
wykonanej pracy.

Pod wzgledem redakcyjnym praca jest estetycznie i starannie przygotowana.
Zamieszczone tabele 1 rysunki sa czytelne a ich podpisy w wigkszosci przygotowane
z przemySleniem i w wyczerpujacy sposob ujmujace prezentowane wyniki. Moje
watpliwosci budzi uzywanie w przypadku analizy ilo§ciowej wysokosci piku a nie pola
powierzchni pod pikiem, co nie jest w analityce stosowane. Prawie na wszystkich
chromatogramach 1 zalezno$ciach (zwlaszcza 42 1 43; str. 96 1 97) w czesci
doswiadczalnej na osi OY mamy naniesione wysokosci piku. Na chromatogramach
obserwuje si¢ odpowiedZz detektora w postaci intensywnosci sygnatu. Praca ogdlnie
ujmujac napisana jest poprawnym jezykiem bez zwrotow anglojezycznych
z nielicznymi niefortunnymi sformulowaniami np. : ,polepsgenie detekgi” (str. 14),
wwprowadzenie na kolumme” (str. 40), , supernatant” (str. 41), , spadek pikn” (117), ,,staba
poytywna korelaga” (str. 120), itp.

Na koniec chcialabym przedstawi¢ kilka uwag i spostrzezen, ktore maja
postuzy¢ jako przyczynek do dyskusji 1 nie maja wplywu na moja pozytywna oceng
pracy, jednak obowigzkiem recenzenta jest o nich wspomnie¢. Praca, jak wspominano
powyzej, napisana jest poprawnym jezykiem naukowym i bardzo precyzyjnie, jednakze
brakuje w niej samodzielnych komentarzy, ktoére niewatpliwie wzbogacilyby prace.
Rozdzial Dyskusia wynikow powinien by¢ polaczony z wynikami, co czytajacemu
zapewniloby komfort w pelnej analizie. Wydzielenie ich w osobnych rozdziatach
powoduje chaos w ciaglym przewracaniu kartek w celu odnalezienia wlasciwego
rysunku czy tabeli. Niezrozumiale jest stosowanie w analizie ilo$ciowej w przypadku
chromatografii takiego parametru jak wysokos$¢ piku (str. 96, 97) oraz powielanie tych
samych danych w formie wykresu i tabeli (str. 97). Wyjasnienia wymaga tez zaleznosc¢
stezenia adduktu cysteina<>fosforan 5’-pirydoksalu od st¢zenia cysteiny zamieszczona
na rysunku 44 (str. 98). Wspotczynnik regresji jaki uzyskano dla tej zaleznos$ci wynosi
0,1385, co wymaga wnikliwego komentarza, a nie lakonicznego stwierdzenia - ,s/aba
poxytywna korelagia” (str. 120). Dlaczego pozytywna a nie dodatnia? Pomytka chyba
pojawila si¢ przy wartosci LOQ dla tego adduktu, ktéra wynosi 1umol/l (str. 120),
gdzie zakres liniowo$ci wyznaczony jest od 1-100 nmol/1

Od  strony  formalnej, oceniajac  dzialalno§¢  publikacyjng ~ Pani
mgr Moniki Wyszczelskiej-Rokiel nalezy podkresli¢ fakt, ze uzyskane wyniki staly si¢

podstawa do przygotowania trzech publikacji naukowych w czasopismach o obiegu
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mi¢dzynarodowym w Journal of Chromatography B 1F=2,85), Analytical Methods (1IF=1,82)
1 Journal of the International Society of Sports Nutrition (1F=1,91) oraz w polskim
czasopismie Wiadomosci Chemiczne. Ponadto, Pani mgr Monika Wyszczelska-Rokiel
uczestniczyla jako wspélwykonawca przy projektach badawczych realizowanych
w Katedrze. Do catkowitego dorobku naukowego nalezy zaliczy¢ liczne wystapienia
(4 referaty ustne, 11 prezentacji plakatowych) na konferencjach krajowych
1 zagranicznych. Oznacza to, ze dokonania Doktorantki byly juz weryfikowane pod
wzgledem merytorycznym.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Moniki
Wyszczelskiej-Rokiel w mojej ocenie spelnia aktualne wymogi merytoryczne
1 formalne okreslone w art. 16 Ustawy 3 dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
I Wytule nankowym orag, stopniach i tytule w gakresie s3tuki oraz Rozporgadzenin Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wygszego 3 dnia 22 wresnia 2011 r. w sprawie s3ezegolowego  trybu
przeprowadania cxynnosci w prewodach doktorskim i habilitacyjnym oraz postepowanin o nadanie
ttutu profesora. W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemicznego
Uniwersytetu Y.odzkiego o dopuszczenie Pani mgr Moniki Wyszczelskiej-Rokiel do
kolejnych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage fakt, iz przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska ze wzgledu na istotny wklad w rozwdéj badan zwigzanych z endogennymi
zwigzkami tiolowymi, warto$¢ poznawcza pracy, ogromna staranno$¢ w dokumentacji
uzyskanych  wynikéw, ktoérych — znaczna czes¢  zostala juz  opublikowana
w czasopismach o obiegu miedzynarodowym oraz posiada znamiona mozliwosci
wdrozenia tych wynikéw w badaniach diagnostycznych wnosz¢ o wyrdznienie pracy
doktorskiej Pani mgr Moniki Wyszczelskiej-Rokiel.
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