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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Warkoczewskiej pt. :”Badanie liponylolizyny i kwasu
liponowego w kontekscie ich wlasciwosci antyoksydacyjnych”

Wstep

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Chemii Srodowiska
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Lédzkiego pod kierunkiem dr hab. Grazyny Chwatko, prof. UL. Jest
to zbidr pieciu publikacji poprzedzony szczegbtlowym komentarzem zawierajgcym uzasadnienie pod-
Jetego tematu oraz zadan wykonywanych przez doktorantke w celu realizacji zatozonego celu nau-
kowego.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Warkoczewskiej skupia si¢ na opracowa-
niu nowych procedur oznaczania kwasu liponowego (LA) i liponylolizyny (LLys) w prébkach bio-
logicznych takich jak mocz, krew oraz tkanki zwierzgce. Wybér obiektu badan nie jest przypadkowy,
gdyz jest kontynuacja realizowanych od szeregu lat w Katedrze Chemii Srodowiska Wydziatu Che-
mii Uniwersytetu L6dzkiego badan dotyczacych nowych procedur oznaczania zwigzkoéw tiolowych
w prébkach srodowiskowych. Kwas liponowy jest osmiowegglowym kwasem thuszczowym zawiera-
jacy pigcioczionowy heterocykliczny piericief ditiolowy. Wzrost zainteresowania kwasem lipono-
wym jest obserwowany w ostatnich latach ze wzgledu na coraz wyzszg $wiadomosé znaczenia pro-
cesow prowadzgcych do powstania w organizmie tzw. stresu oksydacyj nego, choréb wywolywanych
tym stanem oraz poszukiwaniach sposob6w ich zapobiegania. Duzg role w prewencji choréb wywo-
fanych narazeniem na stres oksydacyjny przypisuje si¢ naturalnym zwigzkom o wlasciwosciach re-
dukujacych, tzw. antyutleniaczom. Kwas liponowy bedacy istotnym elementem mitochondrialnego
taficucha oddechowego wydaje si¢ spetnia¢ wszystkie wymagania stawiane tego typu zwiazkom. Su-

plementacja preparatami kwasu liponowego jest stosowana w terapiach np. cukrzycy, choréb Wwag-



troby, zatruciach metalami cigzkimi i grzybami i szeregu innych. Stad istnieje potrzeba zaréwno kon-
troli jakoci pojawiajgcych sie coraz liczniej suplementow zawierajacych LA, jak réwniez kontrola
kinetyki wehtaniania i wydalania LA z organizméw pacjentéw. Do realizacji tego celu potrzebne sg
nieskomplikowane procedury pozwalajgce na szybkie i precyzyjne oznaczanie badanego analitu.
W swojej rozprawie mgr Warkoczewska skupita si¢ na opracowaniu procedur oznaczania kwasu li-
ponowego oraz jego polaczenia z egzogennym aminokwasem biatkowym lizyna w osoczu krwi, mo-
czu oraz w homogenatach tkanek zwierzecych. Jako technik¢ oznaczania zaproponowata wysoko-
sprawng chromatografi¢ cieczowg z detektorem z matryca diodowg (DAD). Takie rozwigzanie apa-
raturowe daje szans¢ na wlgczenie opracowanych procedur do katalogu rutynowych oznaczen dia-
gnostycznych. Chromatografy cieczowe z detektorami DAD sg w tej chwili relatywnie tanie i tatwe

w obstudze, w przeciwienstwie do detektoréw MS.

Struktura i tres¢ rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr Warkoczewskiej jest zwartym zbiorem pieciu artykutow,
w tym trzech artykuléw eksperymentalnych i dwoch przegladowych. Uktad prezentowanej rozprawy
jest typowy. Na rozprawg sklada si¢ 47 stronicowy komentarz Doktorantki, ankieta dorobku (7 stron)
oraz o$wiadczenia wspdtautoréw. Komentarz zostat podzielony na trzy czesci: Wprowadzenie, Osig-
gniete wyniki i znaczenie pracy, Podsumowanie oraz Bibliografia. Artykuly eksperymentalne zostaty
opublikowane w czasopismach o zasiegu mig¢dzynarodowym o facznym IF = 11,325 (291 punktow
MEIN), za$ przegladowe zostaly opublikowane w krajowych prestizowych czasopismach branzo-
wych Analityce i w Wiadomos$ciach Chemicznych. W pracach D2, D4 i D5 Doktorantka jest pierw-
szym autorem, zas w pracy D5 autorem korespondencyjnym. Zalaczone o$wiadczenia wspolautorow
wskazujg, ze udzial Doktorantki w przygotowaniu prezentowanego cyklu artykutéw byt jasno okre-
slony i kluczowy. Ponadto, w przedstawionym do recenzji materiale, znalazly si¢ naukowe osiggnie-
cia Doktorantki: pozostate publikacje (cztery publikacje sumaryczny IF= 15,353, punkty MEiN=370)
oraz wykaz wystapien konferencyjnych prezentowanych w formie komunikatow i posterow. W latach
2016-21 mgr Warkoczewska z powodzeniem aplikowata o fundusze na badania. Uzyskata w roku
2016 finasowanie z dotacji celowej Uniwersytetu Lodzkiego dla mlodych naukowcdw oraz w roku
2017 grant Preludium finansowany przez NCN (realizacja 2017-21). Dorobek publikacyjny, wysta-
pienia konferencyjne (konferencje krajowe i zagraniczne), kierowanie grantem bez watpienia wska-

zuja na wysokie zaangazowanie Doktorantki w dziatalnosé naukowa. Artykuly bedace podstawa cy-



czynniku oddziatywania: Arabian Journa] of Chemistry, Bioanalysis, Journal of Agricultural and
Food Chemistry oraz w Analityce i Wiadomosciach Chemicznych.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

W czgdci pierwszej komentarza Doktorantka zamieszcza uzasadnienie podjetego tematu pracy
oraz jasno formutuje cele bada. Czgs¢ druga podzielona jest na szczegétowe podrozdziaty, ktére
odzwierciedlaja postepy prac nad opracowaniem opisanych procedur oznaczania LA j LLys; ,,Przy-
gotowanie probek do analizy”, ,,Optymalizacja warunkéw rozdzielania chromatograficznego®, , Wa-
lidacja Opracowanych metod analitycznych” oraz »Aplikacja opracowanych procedur”. W kazdym z
podrozdziatéw zamieszczona jest szczegétowa dyskusja dokonywanych wyboréw warunkéw che-
micznych takich jak rodzaj rozpuszczalnika, pH medium reakcyjnego, czas reakcji, wirowania itp.
Takie podejscie wigcza czytelnika w proces opracowania zaplanowanej procedury analitycznej, po-
zwala na $ledzenie postepoOw prac wraz z jednoczesng analizg materiatu zawartego w artykutach.

Pierwszym etapem bylo opracowanie procedury przygotowania prébek. Zawarto$¢ LA i LLys
byla badana w moczu i osoczu pozyskanych od wolontariuszy oraz w homogenatach tkanek zwierze-
cych. W uktadach rzeczywistych LA wystepuje w trzech formach: jako wolny kwas liponowy, luzno
zwigzany z biatkami stabymi wigzaniami wodorowymi (protS-LA) oraz zwigzany kowalencyjnie po-
przez aminokwas lizyne z czasteczkami biatek tworzgc ugrupowanie liponylolizynowe. Izolacje LA
prowadzono stosujac klasyczng ekstrakcje ciecz-ciecz acetonitrylem. Jako czynnik odbiatczajacy wy-
korzystano kwas chlorowy(VII). Oznaczenie catkowitej zawartoéci LA w probee biologicznej Wy~
magato wigczenia do procedury analitycznej etapu hydrolizy. Zdecydowano si¢ na zastosowanie fa-
godnej hydrolizy enzymatycznej pomimo dhuzszego czasu niz w przypadku drastycznej hydrolizy
kwasowej lub alkalicznej. Lagodne warunki hydrolizy enzymatycznej pozwalaja na unikniecie strat
analitu spowodowanych dziataniem mocnych kwasow lub zasad. Dobér i optymalizacja warunkdw
ekstrakeji sg bardzo dobrze opisane. Stosujac roztwory wzorcowe z dodatkiem albuminy ludzkie;
zostata wyznaczone efektywnogé ekstrakcji. Zwr6cono szczegolna uwage na homo genizacje probek
biologicznych jako krytycznego etapu w procedurze analitycznej. Niecatkowita homogenizacja,
Wzrost temperatury czy mozliwosé zanieczyszczenia probki materiatem ciernym mogg by¢ zrédlem
bledéw wplywajacych na wiarygodnosé konicowego wyniku oznaczenia. Doswiadczenia zwiazane z
tym wstepnym etapem procedury analitycznej zostaty zebrane i opublikowane w jezyku polskim jako
artykut przegladowym D3.



Wybér odpowiedniego odczynnika derywatyzujacego jest niezwykle istotny w przypadku
technik instrumentalnych. Przeksztalcenie analitu w odpowiednig pochodng pozwala na dostosowa-
nie go do uzytej techniki (lotno$¢, trwato$¢ wzmocnienie wlasciwoscei fluoro -czy chromoforowych)
wprowadzenie odpowiednich Przeglad najczesciej stosowanych odczynnikéw derywatyzujacych
w technice chromatografii cieczowej zostat zamieszczony w pracy przegladowej D5. Poniewaz kwas
liponowy nie zawiera w swojej strukturze ugrupowan chromoforowych, nalezato przeksztatcié¢ go w
pochodna kompatybilng z wykorzystywanym detektorem. Jako odczynnik derywatyzujacy wybrany
zostal bromek 1-benzylo-2-pirydyniowy (PCPB). Przylaczenie grup znacznikowych do czasteczki
LA wymagato optymalizacji warunkéw otwarcia pierscienia ditiolowego (redukcji) oraz warunkéw
reakcji zredukowanej formy LA z PCPB. Zostala wyznaczona stechiometria powstajacej pochodnej
pirydyniowej oraz jej trwato$¢. Reakcja LA z odezynnikiem derywatyzujacym zachodzita szybko
1 ilosciowo poprzez ugrupowania tiolowe. Poniewaz pasma adsorpcji PCPB i nowopowstatej pochod-
nej sg odlegle od siebie, nadmiar uzytego odczynnika nie przeszkadza w oznaczeniu LA i LLys.

Jako technike oznaczania Doktorantka wybrata chromatografie cieczows z detektorem DAD.
Opracowata metod¢ oznaczania LA w osoczu krwi (D1), LA i liponylolizyny (LLys) w moczu ochot-
nikow po suplementacji kwasem liponowym (D2) oraz metode oznaczania La i LLys w homogena-
tach tkanek zwierzgcych (D4). We wszystkich pracach dobrata warunki rozdziatu chromatograficz-
nego. stosowane eluenty, programy elucji izokratycznej i gradientowej. Wszystkie opracowane pro-
cedury zwalidowane. Uzyskane wyniki sg bardzo interesujace i cenne z punktu widzenia farmakoki-
netyki LA oraz oceny zawarto$ci catkowitego LA i jego frakeji biatkowej. W pracy D4 po raz pierw-
szy zbadano potencjat antyoksydacyjny LA w postaci liponylolizyny metoda rodnika DPPH.

Podsumowujgc analiz¢ rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Warkoczewskiej, stwier-
dzam ze zalozone we wstepie cele badawcze zostaly zrealizowane. Do najwazniejszych osiagnieé
Doktorantki moge zaliczy¢:

1. Opracowanie procedur przygotowania probek biologicznych pozwalajacych na ozna-
czanie calkowitej zawartosci LA i jego frakcji wolnej, luzno zwigzanej oraz w postaci
liponylolizyny;

2. Opracowanie czutych metod oznaczania LA;

3. Opracowanie procedury hydrolizy enzymatycznej;

4. Synteza liponylolizyny i zaproponowanie $ciezki fragmentacji w warunkach detekcji
spektrometrig mas;

5. Ocena potencjatu antyoksydacyjnego LA i LLys metoda DPPH.



Uwagi i pytania

Recenzent poza oczywistym podkresleniem waloréw i zalet rozprawy doktorskiej ma takze
obowiazek wskazania bledéw i postawienia pytan do dyskusji. Praca mgr Adrianny Warkoczewskiej
jest przygotowana bardzo starannie, tabele, rysunki, schematy i znajdujace si¢ opisy sa czytelne i na
0g6l napisane poprawnym polskim jezykiem chemicznym. Jednak uzycie stowa ..doszczepiony” na
okreslenie probek ,,wzbogaconych™ wzorcem lub .,z dodatkiem wzorca” jest w moim odczuciu nie-
poprawne (str. 26, 28, 29).

We wstegpnej czgsci komentarza Doktorantka skupita sie gtéwnie na uzasadnieniu podjetego
tematu, bardzo szeroko opisujgc zagadnienia zwigzane ze znaczeniem odpowiedniej diety, aktywno-
Scig biologiczng kwasu liponowego, jego wykorzystaniem w medycynie. Zabrakto niestety glebszego
opisu wiasciwosci chemicznych LA, szczegélnie jego wiasciwosci oksydacyjno-redukeyjnych. In-
formacja ta pozwolitaby na interpretacje wynikéw wygaszania rodnika DPPH przez formy utleniona
i zredukowang LA i LLys (D4). Prositabym o wyjasnienie uzyskanych wynikéw w kontekscie poten-
cjatow redoks LA i DPPH. Zabraklo mi réwniez przedstawienia reakcji syntezy BCPB. Chociaz ten
watek nie wigze si¢ bezposrednio z tematem dysertacji, jego zamieszczenie zapewne wzbogacitoby
rozprawg. Rowniez przedstawienie glebszych badan spektralnych produktéw derywatyzacji (widma
IR, NMR) byloby dodatkowym argumentem potwierdzajacym powstawanie produktu, jak réwniez
potwierdzatoby postulowang strukturg. Czy byla konieczna normalizacja wynikéw oznaczenia LA i
LLys na karnityn¢ (praca D2)? Uzyskane wyniki badan probek moczu dajg informacje o stezeniu
analitow a tym samym jest zniwelowana zmienno$¢ spowodowana r6zng objeto$cia pozyskanego od
wolontariuszy moczu. Prezentacja w postaci znormalizowanej nie pozwala na poréwnanie otrzyma-
nych wynikéw z zakresem liniowosci opracowanej metody.

Whiosek koncowy

Na podstawie lektury rozprawy mgr Adrianny Warkoczewskiej moge stwierdzié, ze Dokto-
rantka wykazata si¢ szeroka wiedza na temat probleméw zwiazanych z analityka kwasu liponowego.
Jej rozprawa spefnia wymagania stawiane pracom doktorskim (art. 13 ust. z dn. 14 marca 2003 Dz.
Ustaw nr 65, poz. 595). Wnoszg wige o dopuszczenie mgr Adrianny Warkoczewskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Dodatkowo, biorac pod uwage wysoki poziom zrealizowanych ba-
dan udokumentowany publikacjami w czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania, wno-

sz¢ do Rady Dyscypliny Chemia Wydziatu Chemii Uniwersytetu Lodzkiego o wyrdznienie przedsta-

{gaw /g,ﬂfns/i:

wionej mi do oceny rozprawy.



