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zatytulowanej

wZastosowanie chromatografii gazowej w analizie moczu i sliny na

zawartos¢ tiolaktonu homocysteiny”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Moniki Wieczorek zostala
wykonana w Katedrze Chemii Srodowiska Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego, pod
kierunkiem prof. dr hab. Rafala Glowackiego jako promotora. Przedmiotem ocenianej
rozprawy doktorskiej sa zagadnienia zwigzane z opracowaniem nowych efektywnych metod
oznaczania tiolaktonu homocysteiny (HTL) w moczu i $linie czlowieka z wykorzystaniem

chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometrig mas (GC-MS).

Choroby ukladu krazenia i nowotworowe to jedne z najwazniejszych przyczyn
zgonow 1 dotyczg ludzi na catym $wiecie. Co istotne stale ro$nie liczba nowych przypadkow
tych choréb. Jest to powodem rosnacego zainteresowania sprawa poszukiwania skutecznych,
niskoczasteczkowych markeréw tych choréb, w celu ich diagnozowania. Bowiem wykrycie
tych chorob we wezesnym stadium rozwojowym daje wigksza szanse skutecznego ich
wyleczenia. Do interesujacych zwiazkow o aktywnosci biologicznej oraz potencjalnej
toksycznosci naleza endogenne aminokwasy tiolowe, ktorych niskie lub zbyt wysokie
stgzenie w ustroju czlowieka jest oznaka procesu chorobowego. Jednym z najwazniejszych
tego typu zwiazkow jest tiolakton kwasu 2-amino-4-merkaptomastowego (tiolakton
homocysteiny), metabolit posredni w szlaku przemian metioniny (Met) w organizmie. Jest to
chemicznie reaktywny zwiazek, ktory reaguje z resztami lizynowymi bialek dajac ich N-

homocysteinowe pochodne, ktore powoduja powstawanie wielu stanoéw patologicznych w



organizmie czlowieka. Powszechnie funkcjonuje zatem w literaturze hipoteza dotyczaca
zaleznosci pomigdzy podwyzszonym stezeniem HLT a rozwojem wymienionych wyzej
chorob. Dlatego tez niezbedne sa efektywne metody oznaczania HLT w plynach
fizjologicznych  w  celu monitorowania jego stezenia. Oznaczanie substancji w
skomplikowanych matrycach, jakimi sa plyny ustrojowe czlowieka, z wysoka precyzja i
dokladnoscia stanowi stale wyzwanie dla chemikéw analitykéw. Jest to bowiem istotny
element badan klinicznych zwiazanych zaréwno z diagnostyka, jak z mechanizmem dzialania
tych zwigzkéw. Problem jest istotny, poniewaz do tej pory opracowano tylko kilka procedur
analitycznych dotyczacych oznaczania HLT w prébkach biologicznych wykorzystujacych
wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC) i elektroforeze kapilarng (CE), przy czym
dotyczyly one probek moczu i osocza. Nie ma natomiast metod analitycznych dotyczacych
oznaczania tych zwiazkéw w slinie, interesujacym materiale biologicznym, mozliwym do
pobrania w prosty, nieinwazyjny sposob.

Zespol badawczy Katedry Chemii Srodowiska Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Lodzkiego od wielu lat zajmuje si¢ badaniami zwigzanymi z opracowywaniem procedur
oznaczania niskoczgsteczkowych zwigzkéw siarki niezbednych w wyjasnieniu mechanizmow
ich dzialania w organizmie czlowieka. Badania koncentruja si¢ réwniez na opracowywaniu
metod oznaczania aminokwasow zawierajacych atom siarki oraz ich pochodnych.

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Wieczorek, wykonana pod
kierunkiem Prof. Rafala Glowackiego, miesci si¢ w tym zakresie i dotyczy opracowania
oryginalnych, prostych i czulych metod oznaczania tiolaktonu homocysteiny w moczu i §linie
czlowieka z wykorzystaniem chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas.

Oceniana rozprawa zostala napisana w ukladzie mieszanym, klasycznym ale zgodnie z
przepisami zawartymi w Dz. U. z 2011 r. Nr 84, poz. 455, art. 13, ust. 2, cze$¢ doswiadczalna
i uzyskane wyniki przedstawione s3 w spojnym tematycznie zbiorze 3 prac oryginalnych
opublikowanych ~w  prestizowych miedzynarodowych czasopismach o wysokim
wspolczynniku oddziatywania (IF), poprzedzonych krotkim omoéwieniem/streszczeniem i
Jednej pracy przegladowej opublikowanej w czasopismie z listy ministerialnej. Wszystkie
prace, stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, to prace wieloautorskie. W materialach
zamieszczono o$wiadczenia okreslajace wklad, rodzaj zadan i zakres prac wykonanych przez
wspolautoréw publikacji. Z oswiadcezen tych wynika, ze w pracach tych udzial Doktorantki w

ich realizacji byl znaczacy, zarowno w realizacji, jak i w opracowaniu manuskryptow



publikacji, o czym $wiadezy rowniez fakt, ze w dwéch z nich mgr Monika Wieczorek jest
pierwszym, a w dwdch pozostalych drugim autorem.

Praca sklada si¢ z szesciu rozdzialéw poprzedzonych wykazem skrétéw i symboli,
wykazem publikacji wchodzacych w sklad rozprawy oraz wstepu. Dostarczone dokumenty,
zawieraja ponadto streszczenie w jezyku angielskim, wykaz cytowanej literatury, dorobek
naukowy Doktorantki, w ktérym wymienione sa, udzial w realizacji projektow badawczych,
rodzaj prowadzonych zaje¢ dydaktycznych oraz inne osiagnigcia. Na uwage zastuguje fakt, iz
przedstawiona w dokumentacji lista prac naukowych zawiera rowniez 3 publikacje z listy
filadelfijskiej i dwa rozdzialy w monografiach, ktére nie wchodza w zakres rozprawy,
jedenascie wystapien ustnych i 10 plakatéw na konferencjach oraz udzial jako wykonawca w

dwoch projektach finansowanych przez NCN.

Zasadniczym celem badan podjetych w ramach pracy doktorskiej bylo opracowanie
oryginalnych, prostych i czutych metod oznaczania tiolaktonu homocysteiny w moczu i §linie
czlowieka z wykorzystaniem chromatografii gazowej ze spektrometrem mas jako detektorem

oraz oszacowanie potencjahu analizy $liny w diagnostyce choréb cywilizacyjnych.

Pierwsze dwa rozdzialy pracy to w zasadzie oméwienie literatury przedmiotu. W
pierwszym z nich Autorka opisuje wlasciwosci fizykochemiczne, wystepowanie i
powstawanie w organizmie oraz rolg tiolaktonu homocysteiny i jej zwiazek z réznymi typami
choréb. Natomiast w rozdziale drugim przedstawia metody oznaczania HTL w plynach
fizjologicznych rozpoczynajac od opisu moczu, osocza i §liny jako uzytecznych materialow
diagnostycznych. Zwrdcila przy tym uwage na problemy zwigzane ze standaryzacja etapu
pobrania i przygotowania probki do analizy. Wykazala, ze w przypadku sliny, materialu
pobieranego w prosty i nieinwazyjny sposob, problemem jest standaryzacja materiatu ze
wzgledu na wplyw wielu czynnikéw osobniczych na jej sklad i wydzielang ilos¢. Nastepnie
omawia metody stosowane do oznaczania HTL w materiale biologicznym, czyli najczesciej
stosowane wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa i elektroforeze kapilarng. Podkresla, ze
wymagajaca derywatyzacji analitu, chromatografia gazowa byla do tego celu stosowana tylko
raz i dotyczyla analizy tej czasteczki w osoczu krwi. Nastepnie podaje w dosyé szczegolowe
uzasadnienie podjecia badan, wskazujac ze niewiele jest metod oznaczania HTL w plynach
fizjologicznych, przy czym nie ma metod oznaczania jego obecnosci w §linie i brak jest

Jakichkolwiek badan dotyczacych potencjalu chromatografii gazowej w oznaczaniu HTL w



HTL w slinie. To moim zdaniem w pelni uzasadnia podjecie badan dotyczacych opracowania

procedury oznaczania tego analitu w $linie z wykorzystaniem chromatografii gazowej.

Kolejny rozdzial. zatytutowany ..Wyniki” zawiera kopie publikacji wchodzacych w
sklad rozprawy, kazda poprzedzona krotkim oméwieniem. Realizacje zalozonego programu
badan mgr Monika Wieczorek rozpoczela od opracowania procedury oznaczania HTL w
moczu z wykorzystaniem GC-MS (praca D1). Opracowanie metody rozpoczeta od doboru
odczynnika derywatyzujacego. umozliwiajacego uzyskanie lotnej pochodnej, wykorzystujac
do tego celu chloromréwezan izobutylu. Nastepnie zoptymalizowala procedure ekstrakcji
analitu z probek moczu, po czym dobrala warunki rozdzielania chromatograficznego.
Wreszcie opracowang procedur¢ poddala walidacji, wyznaczajac zakres liniowosci,
dokladnos¢, precyzj¢ oraz granice wykrywalnosci i oznaczalnosci i wykazala jej przydatnos¢
do analizy probek rzeczywistych. Po wykazaniu przydatnosci metody GC-MS do oznaczania
HTL w moczu, zajela si¢ opracowaniem procedury oznaczania tego zwigzku w probkach
sliny, w celu stwierdzenia jego obecnosci w tej matrycy (praca D2). Przed opracowaniem
metody analitycznej dobrala warunki usunigcia interferentéw i ekstrakcji analitu z
wykorzystaniem ekstrakcji ciecz-ciecz. Natomiast do przeksztalcenia HTL w lotng pochodna
wykorzystala reakcje sililacji stosujac mieszaning N-trimetylosililo-N-
metylotrifluoroacetamidu i chlorku trimetylosililowego (MSTFA/TMCS) i dobrala optymalne
warunki przeprowadzenia reakcji. Nastgpnie przeprowadzila walidacje metody, ktéra
wykorzystala w analizie probek moczu i §liny pobrane od kilkunastu 0séb. Okreslita korelacje
migdzy zawartoscig analitu w moczu i Slinie, co pozwolilo na wykazanie uzytecznosci $liny
jako materialu diagnostycznego. W dalszym etapie pracy mgr Monika Wieczorek podjela
prob¢ opracowania procedury analitycznej, wykorzystujacej do oznaczania GC-MS,
umozliwiajgcej jednoczesne oznaczanie w probkach sliny zaréwno tiolaktonu homocysteiny,
jak i innych waznych biologicznie zwiazkéw siarki, metabolitow metioniny (praca D3).
Przeprowadzita walidacj¢ opracowanej procedury i wykazala jej przydatnos¢ w analizie tych
substancji w probkach rzeczywistych. Natomiast w publikacji D4 opisala procedury
analityczne wykorzystujace chromatografi¢ gazowa w analizie moczu i $liny do oznaczania
tiolaktonu homocysteiny. W tej pracy opublikowanej w czasopismie Analityka omawia zalety
1 wady poszczegolnych etapow tej procedury analitycznej oraz mozliwosci wykorzystania w
diagnostyce oraz jej ograniczenia. Praca ta moim zdaniem stanowi dobre podsumowanie

osiggnigtych efektow w poréwnaniu do danych literaturowych. Po przedstawieniu wynikow



nastepuje  kilkustronicowe podsumowanie efektow przeprowadzonych badan z
uwzglednieniem zalet i ograniczen opracowanych procedur analitycznych i mozliwosci
wykorzystania sliny w diagnostyce medycznej, jako zamiennika moczu i osocza oraz wnioski

koncowe.

Do najciekawszych wynikow uzyskanych przez Doktorantke zaliczam:

- wykazanie, ze chromatografii gazowa sprzezona ze spektrometria mas jest
uzyteczng metodg analityczna do oznaczania HTL zaréwno w prébkach sliny, jak i moczu i
moze by¢ alternatywa dla HPLC i CE powszechnie stosowanych metod analizy tej
substancji;

- wykazanie, Ze dostgpne komercyjne odczynniki derywatyzujace, czyli
chloromréwezan izobutylu i N-trimetylosililo-N-metylotrifluoroacetamid, moga by¢
wykorzystane w procedurze przeprowadzenia analitu w lotng pochodna;

- wykazanie, ze HTL jest obecny w slinie czlowieka, a jego stezenie jest zblizone do
stezenia w probkach moczu

- wykazanie uzytecznosci $liny, materiale biologicznym, mozliwym do pobrania w
prosty. nieinwazyjny sposob jako materiatu diagnostycznego;

- opracowanie efektywnych metod przygotowania probek rzeczywistych do analizy z

wykorzystaniem metod ekstrakcyjnych.

Na uwagg zastuguje fakt, iz rozprawa jest napisana bardzo dobrze i ladng polszczyzna,
oczywiscie pomijajac bgdace czescig rozprawy publikacje w jezyku angielskim, co sprawia ze
czyta sig¢ ja z przyjemnoscia. Tresci zawarte w poszczegdlnych czgsciach rozprawy podane sa
we wlasciwych proporcjach i sa zgodne z zakresem podjetych badan. Zaréwno pod wzgledem
merytorycznym, jak i edytorskim praca nie budzi zastrzezen. Drobne bledy redakcyjne
dostrzezone przez recenzenta, a jest ich tak malo, Zze nie warto ich nawet wymienia¢, nie

wplywaja na moja wysoka oceng rozprawy.

Nie mam wigkszych zastrzezen dotyczacych merytorycznej strony publikacji
przedstawionych w rozprawie doktorskiej. Prace te zostaly bowiem gruntownie ocenione
przed opublikowaniem przez odpowiednich recenzentow, tym bardziej ze zostaly

opublikowane w czasopismach o wysokiej renomie.



Podsumowujac chcialbym stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z
2016, poz. 882). Zakres badan, zawarte w niej wyniki doswiadczalne. sposob interpretacji
oraz wnioskowania wskazuja, ze mgr Monika Wieczorek wykazala umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia badan naukowych i wniosta istotny wklad w rozwéj badan
dotyczacych opracowania skutecznych metod analitycznych uzytecznych w analizie plynow
fizjologicznych. Po zapoznaniu si¢ z rozprawg mgr Moniki Wieczorek stwierdzam, ie
przedstawiona rozprawa spelnia wszelkie wymagania stawiane w Ustawie o tytule
naukowym i stopniach naukowych rozprawom doktorskim i wnosze¢ o jej dopuszczenie do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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