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Ocena wyboru tematyki badawesej

Przedlozona do tecenzji rozprawa doktorska byla realizowana w Katedrze Chemii
Srodowiska Wydzialu  Chemii Uniwersytetu Lodzkiego pod  kierunkiem Pani
dr hab. Grazyny Chwatko, prof. UL, w zespole, ktéry od wielu lat zajmuje  sie
poszukiwaniem nowych rozwiazafi w zakresie ptzygotowania prébek biologicznych do
analizy, ze szczegllnym  zwréceniem uwagi na homogenizacje, derywatyzacje, redukgje,
ekstrakcje i deproteinizacje. Optacowanic nowych procedur analitycznych jest obecnie
bardzo pozadane zwlaszcza w przypadku  rutynowych analiz, gdzie dazy sie do
zminimalizowania etapow izolowania wybranych analitéw, czy skrécenia czasu analizy
prowadzace nie tylko do obnizenia zuzycia czesto toksycznych rozpuszczalnikéw (uklon
W strong zielonej chemii), ale réwnies jednostkowego kosztu analizy. Jest to tematyka
aktualna i niosagca nowatorskie rozwigzania, co sklonilo Pania mgt Adtianne
Warkoczewsks do podjecia  badan, ktérych  celem bylo opracowanie czulych,
selektywnych i nieskomplikowanych procedur  analitycznych umozlwiajacych
monitorowanie calkowitej zawartosci liponylolizyny (LLys) i kwasu liponowego (LA)
w probkach biologicznych (osocze, mocz i tkanka). Z duzg dozg starannosci Doktorantka
wybrala do badad te dwa zwigzki, poniewaz maja one ogromne znaczenie dla zdrowia
czlowieka  biorac PO uwage gléwnie choroby cywilizacyjne a  zwlaszcza
neurodegeneracyjne. Dlatego  tez, wybé6r tematyki  badawczej prezentowany
W recenzowanej rozprawie doktorskiej jest aktualny i wazny 2z naukowego punktu
widzenia.

Ocena merytoryczna roprawy

Dysettacja przygotowana zostala w formie komentarza (46 stron) do spéjnego
tematycznie cyklu pieciu wspélautorskich prac, ktére opublikowane zostaly w latach
2016-2020. Trzy artykuly ukazaly sie w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal
Citation Reports, za$ dwie w czasopismach o obiegu ktajowym. Sumaryczna punktacja
publikacji stanowiacych rozprawe doktorska Pani mgr Adrianny Watkoczewskicj to Inmpact
Factor t6wny 11,325, co odpowiada 291 punktom MNiSW. Dokumentacje uzupelniaja
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kopie wszystkich prac wchodzacych w wyzej wspominany cykl oraz o$wiadczenia
wspolautoréw, ktére wymagane sg w ptzypadku rozpraw doktorskich ptzygotowanych
w takiej formie. Z zamieszczonych os$wiadczed wspolautoréw wynika, ze Pani mgt
Adrianna Watkoczewska wniosta istotny wklad w powstanie koncepcji przedstawionych
badan, realizacje poszczegolnych zadan badawczych, opracowanie wynikéw oraz
przygotowanie ostatecznej wersji manuskryptéw publikacjii.  Komentarz do cyklu

publikacji zwieficzony jest opisem sylwetki naukowej Doktorantki. Cze$é ta przygotowana
zostala starannie i wyczerpujaco.

W publikacjach, ktére stanowia podstawe rozprawy doktorskiej przedstawiono
przeglad literaturowy oraz wyniki badan uzyskane przez Doktorantke. Artykuly
te przeszly juz rygotystyczny proces wydawniczy, w ktétym zaangazowano ptzynajmnie;
dwoch zewnetrznych recenzentéw. Stad tez ocena tych osiagniec jest znacznie ulatwiona
i powinna ograniczy¢ si¢ przede wszystkim z mojej strony do merytotycznej oceny
autoteferatu, ktéry jest autorskim opracowaniem przygotowanym przez Panig mgr
Adrianne Warkoczewska.

Opis osiagnie¢ naukowych zostal poprzedzony obszernym wprowadzeniem, gdzie
Doktorantka przedstawila znaczenie wybranych do badan zwiazkéw na tle chordb
cywilizacyjnych i aktualnego stanu wiedzy na ten temat. Dzigki tym studiom
literaturowym byla mozliwosé odktycia istotnych brakéw odnosnie prostych metod
przygotowania prébek majacych na celu wyizolowanie liponylolizyny i kwasu liponowego
ze zlozonych matryc biologicznych, jakimi sg plyny ustrojowe oraz homogeny tkanek
zwietzecych. Za cenne nalezy uznaé dwie prace przegladowe poswiecone powyzej
wspominanej problematyce badawczej a dotyczace homogenizacji tkanek stalych
1 polplynnych (D3) oraz detywatyzacji chemicznej (D5). Szkoda, ze te dwa artykuly
ukazaly si¢ tylko w krajowych czasopismach (Analityka: Nauka i Praktyka, Wiadomossi
Chenriczne).

Cel rozprawy doktorskiej zostal zdefiniowany w  przejrzysty  sposéb,
a poszczegolne zadania badawcze racjonalnie zaplanowane do jego osiagniecia. Wyniki
prac eksperymentalnych (D1, D2, D4) oraz ich oméwienie Doktorantka opisala
w jednym, dos¢ obszernym rozdziale zatytutowanym ,,Osiggniete wyniki i zpacsenie pracy”.

Pani mgr Adrianna Warkoczewska rozpoczela  swoja  prace badawcza
od opracowania metody analitycznej umozlwiajacej oznaczenie calkowitej zawartosci 1A
i kwasu liponowego zwiazanego z bialkami (ProtS-LA) (D1). Doktorantka, aby osiagnaé
ten cel wykorzystala podczas przygotowania probek dobrze znany odczynnik redukujacy
(tris(2-katboksyetylo)fosfine - TCEP) w celu zredukowania wigzan  disiarczkowych
podczas oznaczania calkowitej zawartosci LA i ProtS-LA w osoczu. Bardzo waznym
etapem stala si¢ optymalizacja warunkéw konwetsji chemicznej analitéw w pochodne,
ktora Pani mgr Adrianna Warkoczewska przeprowadzila poprzez dobér pH $rodowiska

reakeji, ilosci zastosowanego odczynnika detywatyzujacego otaz czasu prowadzenia
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reakcji. W wyniku tych  badad  Doktorantka zaproponowala  bromek
1—benzylo—Z—chloropirydyniOWy do konwersji chemicznej grup tiolowych w srodowisku
alkalicznym  (bufor IRIS, pFl = 9 przy zachowaniu lagodnych warunkéw reakeji
(temperatura pokojowa) i jej krotkiego czasu (15 minut). Bardzo trafnym spostrzezeniem
podezas przygotowania probek biologicznych okazalo si¢. wptowadzenie dodatkowego
ctapu odbialczania probek — deproteinizacji. Do koficowego oznaczania catkowitej
zawartosci LA i ProtS-LA w osoczy Doktorantka zaproponowala wysokosprawng
chromatografie cieczows, gdzie réwnies przeprowadzila  optymalizacje warunkéw
chromatograﬁcznych pozwalajacych na efektywne rozdzielenie analitéw od skladnikéw
mattycy. Niewatpliwym oslagnieciem tej czes$ci badan bylo opracowanie nowej procedury
analitycznej do oznaczania calkowitej zawartosci LA i ProtS-LA w osoczu, ktéra
charakteryzuje sie niskimi granicami wyktywalnosci i oznaczalnogci analitéw oraz wysoka
precyzja i czuloscia. Spelnione wige zostaly kryteria stawiane oznaczeniom ilo$ciowym, co
zdaniem Autorki umozliwia wykotzystanie tych procedur w tutynowych analizach,
badaniach farmakokinetycznych a takze kontrolj kwasu liponowego w suplementach.

W dalszej czedci pracy eksperymentalnej Pani mgr Adrianna Warkoczewska
podjela si¢ opracowania metodyki izolowania i oznaczania LA i LLys w moczu (D2).
W tym przypadku réwnies niezbedna byla optymalizacja miedzy innymi: parametréw
ekstrakcji, warunkéw derywatyzacji oraz koficowego oznaczania wybranych analitéw.
Autorka dobrala odpowiednie warunki, ktére zapewnily ilosciowe przeprowadzenie I.A
1 LLys w stabilne 2-S-pitydyniowe pochodne, przy jednoczesnym skréceniu czasu
1 uproszczeniu proceduty ptzygotowania probki. Szkoda, ze nie zostaly wyjasnione
wysokie wartosci odzysku (powyzej 100%) otrzymane podczas badania trwalogci dla
wybranych zwigzkéw. Podkregli¢ nalezy, ze Doktorantka pomimo nieobecnosci bialek
W moczu  pochodzacego od zdrowego  czlowicka, profilaktycznie wprowadzila
Zaproponowany powyzej etap odbialczania probek  poprzez dodatek  kwasu
chlorowego(VII) przed wprowadzeniem prébek do uklady chromatograficznego. Za
ogromne osiagniecie tej czesci badafi mosna uznaé zbadanie selektywnosci ukladu
rozdzielajacego w  stosunku  do wspomnianych analitbw w  obecnosci cysteiny,
homocysteiny, glutationu, N-acetylo-L-cysteiny oraz cysteinyloglicyny. Doktorantka
wykazala sie benedyktynska cietpliwoscia podczas doboru odpowiednich warunkéw
chromatograficznych, ktére umozliwily rozdzielenie pikéw pochodzacych  od
wymienionych substanciji i badanych zwigzkéw (LA i LLys). Mozna wiec stwierdzié, ze
Opracowana procedura pozwala na oznaczenie zawartosci tych dwéch analitéw
w prébkach moczu ludzkiego z odpowiednig selektywnoscia na niskim poziomie stezen.

Zwieficzeniem pracy eksperymentalnej bylo opracowanie kolejnej procedury
analitycznej umozlwiajacej oznaczenie calkowitej zawartosci LA i LLys w homogenatach
tkanek zwierzecych. Doktorantka zaproponowala proste metody przygotowania prébek
watroby, serca, netrck i zoladka pochodzacych od cielat, $win, kurczakéw oraz indykéw.

Podobnie jak w powyzszych opracowaniach wlasciwego postepowania analitycznego,
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mozna stwierdzi¢, ze Autorka uzyskala w efekcie koficowym metode, ktéra nie wymaga
zastosowania drastycznych warunkéw hydrolizy w celu wyizolowania LA z probek To
bardzo wazny etap w przygotowaniu prébek, poniewaz moze skutkowaé czesciows
degradacja L.Lys i niskim odzyskiem. Ponadto, zaproponowana reakcja derywatyzacji
zachodzi w temperaturze pokojowej, a czas trwania analizy jest krothi, co w konsekwencji

pozwala na zmniejszenie zuzycie rozpuszczalnikéw i genetuje niewielkie ilosci odpadéw.

Podsumowujac czesé eksperymentalng przeprowadzona przez Pania mgr Adrianne
Warkoczewska pragne zaznaczyé, ze zostala ona zaplanowana logicznie, a kolejnosé
podejmowanych  zadad, $wiadczy o metodycznym  podejsciu do  poszczegdlnych
zagadnien. Na podkreslenie zasluguje wykorzystanie przez Doktorantke nowoczesnych
narzedzi analitycznych (np. LC-MS). Podczas omawiania wynikéw badad Doktorantka
podjela prébe ich wyjasnienia i interpretacji na tle aktualnych doniesie literaturowych.
Uzyskane wyniki maja niewatpliwe wysoki potencjal aplikacyjny, gdyz zrealizowane
badania byly wielokierunkowe. Mozna wiec jednoznacznie stwierdzi¢, ze przedlozona do
oceny dysertacja doktorska dostarcza wielu nowych informacji dotyczacych oznaczania
wybranych do badan zwigzkdéw.

Za najwazniejsze osiagniecia Doktorantki uwazam:

® opracowanie metodyk izolowania i oznaczania liponylolizyny (LLys) i kwasu
liponowego (LA) w wybranych prébkach biologicznych (osocze, mocz i tkanki
zwietzece), ktéra charakteryzuje sie niska granicg oznaczalnosci i wykrywalnosci,

® potencjalna aplikacyjnos¢ precyzyjnych i czulych procedur analitycznych do
prowadzenia rutynowych analiz (diagnostyka medyczna), badania farmakokinetycznych
oraz kontroli suplementéw,

® zaptoponowanie niskoodpadowych metod ptzygotowania prébek ograniczajacych
zastosowanie toksycznych rozpuszczalnikéw (zalozenia zgodne z koncepcja zielone;j
chemii).

Z. obowiazku recenzenta zmuszona jestem do zwrécenia uwagi Pani mgr Adriannie
Warkoczewskiej na kilka drobnych niedociagniec dotyczacych strony tedakcyjnej
1 jezykowej tekstu dysertacji. Doktorantka, moim zdaniem, postuguje sie dosé
nietypowymi sformulowaniami np.: ,uiskim odgyskiem i precyzja” (str. 14), ,uplynnienie
probki” (str. 15), ,,probka moczu dossesepionego” (str. 28, 29), , detektor U~V is-DAD” (ot 32),
itp. Zasadniczo jednak strona formalna pracy nie budzi zastrzezef, dotyczy to zaréwno
sporzadzania przypisw i zestawionej bibliografii. Mozna wice stwierdzi¢, ze Doktorantka
opanowala tym samym podstawy warsztatu pisarstwa naukowego.

Pani mgr Adtianna Warkoczewska jest mlodym naukowcem, o wyrézniajacym
dorobku naukowym, na ktéry sklada sie lacznie 7 ptac otyginalnych (z bazy Journal
Citation Reports) opublikowanych w latach 2019-2020 o sumarycznym IF = 26,678 oraz
dwoch artykuléw, ktére ukazaly sie w krajowych czasopismach (Analityka: Nauka
¢ Praktyka, Wiadomosei  Chemiczne). Rozpoznawalno$é prac wspolautorstwa Pani
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mgr Adrianny Warkoczewskiej znajduje swoje odzwierciedlenie w liczbie cytowan (36)
oraz wysokim, jak na tak mlodego naukowca wskazniku Hirscha (3). Doktorantka
w swoim dorobku naukowym posiada téwnies prezentacj¢ prac w formie wystapien
ustnych (6 komunikatéw) oraz posteréw naukowych (lacznie 18) ptzedstawionych na
zjazdach krajowych i zagranicznych.

Podkreslic  nalezy wybiegajaca daleko poza standardowe ramy aktywnog¢
Doktorantki na wezesnym  etapie  dzialalno$ci naukowej. Pani mgr Adrianna
Warkoczewska jest laureatka konkursu PRELUDIUM  Narodowego Centrum
Naukowego (kierownik projektu) oraz wykonawcy zadan badawczych w ramach projektu
dla. mlodych naukowcéw (Uniwersytet Loédzki). Za najlepsza, otyginalng publikacje
otrzymala zespolows nagrode Dziekana Wydzialu Chemii Uniwersytetu L.6dzkiego.

Whniosek koricowy

Rozprawa doktorska Pani mgt Adrianny Warkoczewskej stanowi oryginalne
opracowanie naukowe, a uzyskane wyniki badan wzbogacaja wiedze z zakresu chemii
analitycznej, a w szczegdlnosci przygotowana probek. Ponadto, opracowane procedury
analityczne moga by¢ wykorzystane w medycynie do identyfikacji wybranych analitéw
w probkach biologicznych. Doktoranta wykazala sie zdolnoscia prowadzenia whikliwych
studiow literaturowych, umiejetnoscia  planowania i wykonywania eksperymentéw,
interpretowania otrzymanych wynikéw  badad, ktytycznej oceny faktéw oraz
formulowania wnioskéw.

Rozprawa doktorska Pani mgr Adtianny Warkoczewskiej zatytulowana Badanie
liponylolizyny i kwasu liponowego w kontekszie ich wiassimoss antyoksydacynych, przygotowana pod
opicka dr hab. Grazyny Chwatko, prof. UL, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i wykazuje ogélna wiedze teoretyczng Kandydatki w zakresie chemii
analitycznej jako dyscypliny naukowej, co potwierdza nabycie przez Nig umiejetnosci

samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Stwierdzam tym samym, ze rozprawa Pani mgr Adtianny Warkoczewskiej spetnia
ustawowe warunki stawiane pracom doktorskim (art. 13 Ustawy g dnia 14 marca 2003 r.
0 stopniach naunkowych i tytule nankowym oraz. stopniach i tytule w akresie sstuki, Dz U. nr 65 poz.
595 3 posnieisymi somianami) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage aktualnos¢ tematyki badawczej, wysoki poziom
poprowadzonych badan i waloty aplikacyjne wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk
Chemicznych Wydzialu Chemii Uniwersytetu Lddzkiego o wytoznienie rozprawy
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doktorskiej Pani mgr Adtianny Warkoczewskiej.




