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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Justyny Piechockiej pt. "Wysokosprawna chromatografia cieczowa

wybranych pochodnych endogennych tioli"

Celem pracy doktorskiej Pani mgr Justyny Piechockiej byto opracowanie nowych metod
analitycznych, opartych o wykorzystanie techniki HPLC-UV-Vis, ktére umozliwig analize
materiatu biologicznego na zawarto$¢ aminokwaséw tiolowych. Metody te miaty uwzgledniaé
zasady zielonej chemii.

Tak postawiony cel badan nalezy uzna¢ za w pelni zasadny zaréwno ze wzgledéw
poznawczych jak i potencjalnych zastosowan praktycznych. Autorka prébuje réwniez okreslié
relacje pomiedzy stezeniami niskoczasteczkowych tioli w ptynach biologicznych ($lina, mocz,
osocze) w celu okreslenia potencjatu diagnostycznego $liny, ze wzgledu na fakt, iz $lina wykazuje
wiele zalet w stosunku do moczu i osocza krwi, ktére sg najczesciej wykorzystywanych do celow
diagnostycznych.

Przestana mi do recenzji rozprawa doktorska sklada sie z wprowadzenia, opisu
przeprowadzonych dzialan, podsumowania, wykazu literatury, zyciorysu Autorki i czterech
publikacji naukowych, ktére stanowia zasadnicza cze$¢ tej rozprawy. Praca rozpoczyna sie
wykazem stosowanych akroniméw i symboli.

We wprowadzeniu Autorka przedstawia zaleznos¢ pomigdzy chorobami cywilizacyjnymi,
takimi jak choroby nowotworowe i choroby ukladu krazenia, a zaburzonym metabolizmem
homocysteiny i powiazanych z nig innych zwigzkdw siarki. Na tej podstawie Autorka zauwaza

konieczno$¢ rozwoju metod diagnostycznych zwiazkéw organicznych zawierajgcych siarke



w plynach biologicznych. Pani mgr Justyna Piechocka wskazuje réwniez jeden z kierunkow
rozwoju tych metod diagnostycznych, za ktdry uwaza nieinwazyjne sposoby pozyskiwania probek
do badan. Jako najmniej inwazyjny Autorka wskazuje $line. Slina jest bowiem pobierana
w bezbolesny i nie naruszajgcy prywatnosci pacjenta sposéb. Wedlug cytowanych badan,
stosowanie $liny jako materiatu diagnostycznego zachecitoby znaczng grupg oséb do regularnego

poddawania si¢ badaniom profilaktycznym.

Na kolejnych stronach Pani mgr Justyna Piechocka w dokladny sposob opisuje potencjat
zastosowania $liny jako materiatu diagnostycznego, podkreslajac, iz pomimo préb jej stosowania
do diagnostyki markerow r6znych chorob, pozostaje niewypetniona nisza na opracowanie metody
oznaczania w §$linie homocysteiny i jej pochodnych. Na tej podstawie Autorka postawila jeden
z celow swojej rozprawy doktorskiej. W dalszej czesci wprowadzenia mgr Justyna Piechocka
opisuje mozliwosci i zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej do oznaczania
zwigzkow siarki. Tutaj tez pojawia si¢ pytanie, czy wymieniony przez Autorke kwas octowy jest
rzeczywiscie odczynnikiem tworzacym pary jonowe? W publikacji oznaczonej [67] autorzy
wykorzystujg kwas octowy w analizie chromatograficznej cysteiny i powigzanych aminotioli,
jednak moim zdaniem stuzy on jedynie zakwaszeniu fazy ruchome;j.

W kolejnej czesci rozprawy mgr Justyna Piechocka opisuje procedurg przygotowania probek,
umozliwiajgcych wykonanie oznaczenia tioli technikg HPLC z detektorem spektrofotometrycznym.
Metoda przygotowania probki jest bardzo istotna z punktu widzenia catej procedury analityczne;.
Dodatkowo, w tym Kkonkretnym przypadku metoda ta musi rozwigzywa¢ seri¢ problemow,
poczagwszy od niskich stezen analitbw w materiale na koniecznosci derywatyzacji konczac,
poniewaz wybrana grupa analitbw praktycznie nie wykazuje absorpcji promieniowania
w rozsagdnym zakresie dtugosci fali. Nie podlega zatem watpliwosci, ze przed Autorka pojawit sig

powazny problem analityczny, ktory zostal rozwigzany.

Opracowana przez Autorke metoda wykorzystuje tris(2-karboksyetylo)fosfing jako odczynnik
umozliwiajgcy redukcje mostkow disiarczkowych, kwas chlorowy(VII) i wirowanie w celu
usuniecia biatek na pierwszym etapie przygotowania probki. Na marginesie wtrace,

ze wartosciowos$ci atoméw podawane w nawiasach pisze si¢ tacznie z nazwa, np. kwasu.

Niezbednym etapem przygotowania probki byta derywatyzacja analitoéw. Jako odczynnik
derywatyzujacy specyficznie tiole wykorzystano fosforan 5'-pirydoksalu. Jego dodatkowa zalety
jest fakt jego niskiego negatywnego wplywu na $rodowisko. W ramach tego etapu wykonano
réwniez badania nad stechiometrig tej reakcji. Zastosowanie fosforanu 5°-pirydoksalu umozliwito

oznaczanie cysteiny i homocysteiny przy dtugosci fali 330 nm. W opisie tej procedury na stronie 18



pojawiajg si¢ dwie kwestie. Pierwsze zdanie jest najprawdopodobniej nickompletne (nie sktada sie

gramatycznie) a detektor spektrofotometryczny raczej nie shuzy do "obserwacji".

Proces derywatyzacji analitow za pomocg fosforanu 5'-pirydoksalu byt réwniez badany
w zmiennym pH, w réZznym czasie trwania reakcji, i w rdznej temperaturze. Badany byl réwniez
wptyw nadmiaru stechiometrycznego odczynnika derywatyzujgcego na wydajnosé procesu. Podjete
badania $wiadczg o profesjonalnym podejsciu Doktorantki do problemu analitycznego i umozliwily
wybér najkorzystniejszych parametrow przygotowania probki. Calkowity czas przygotowania
probki wedtug opisanej metody wynidst okoto 40 minut, co stawia metode w czoléwce metod
podawanych w literaturze. W swoich rozwazaniach Doktorantka podchodzi krytycznie
do opracowanej procedury, odwaznie podajac wady swojej metody jak i sposoby na unikniecie
np. niekorzystnego wptywu $wiatla na odczynnik derywatyzujacy.

W kolejnej czgsci Pani mgr Justyna Piechocka poszukiwata odczynnika derywatyzujacego,
ktéry méglby zosta¢ zastosowany do jednoczesnej derywatyzacji szerszej grupy analitow. Wybor
Autorki padl na sole oniowe, a wybranym odczynnikiem zostal tetrafluoroboran 2-chloro-1-
metylochinoliniowy. Parametry procesu derywatyzacji zostaly przebadane, co umozliwito wybér
najkorzystniejszych. W przeciwienstwie do Autorki nie nazwal bym tych badan "optymalizacja".
Byt to zdecydowanie dobor parametrow.

Tytut kolejnej czesci "Optymalizacja warunkow rozdzielania chromatograficznego" budzi
watpliwos¢ z w/w powodu. Niemniej jednak dobor parametréw analizy chromatograficznej zostal
wykonany prawidlowo. Pragne na tym etapie rowniez zauwazyé, ze pomimo obowigzujacego
konkordatu, wyniki badan sa miarodajne a nie "wiarygodne".

Na stronie 27, dwa pierwsze zdania budza pewne watpliwosci: "W przypadku
wykorzystywanej w badaniach techniki separacyjnej czynnikiem aktywnym w procesie
chromatografowania, ktory wywieral znaczacy wplyw na koncowy efekt rozdzielenia sktadnikow
analizowanych probek biologicznych, byta faza ruchoma. Totez w pierwszej kolejnosci dobierano
odpowiedni sklad jakosciowy i ilosciowy stosowanych eluentéw uwzgledniajac chociazby ich moc
elucyjna, rodzaj zastosowanego wypehienia kolumny czy detektora." Po pierwsze, dlaczego tym
"czynnikiem aktywnym" byla tylko faza ruchoma a nie stacjonarna? Co nalezy rozumieé przez
stwierdzenie "czynnik aktywny"? "Uwzgledniajac "chociazby" moc elucyjng czy moze "przede
wszystkim".

Wybor parametréw analizy chromatograficznej dokonano na podstawie doboru sktadu fazy
ruchome;j (ilo$¢ i rodzaj modyfikatora organicznego, pH), predkosci jej przeptywu i temperatury.

Rezygnacja z doboru pH fazy ruchomej i temperatury w opisanym przypadku jest uzasadniona,



jednakze kontrola tych dwdch parametréw znaczaco poprawia powtarzalnos¢ metody, szczegoélnie
w dluzszym okresie czasu. Zmiany czasOw retencji wywolane zmianami temperatury otoczenia

moga by¢ juz widoczne w przypadku kilkunastominutowych analiz.

Pierwszym opisanym uktadem chromatograficznym zastosowanym do przygotowanych
probek byla chromatografia oddziatywan hydrofilowych. Jest to bardzo dobre podejscie
w przypadku polarnych analitow, takich jak substancje bedace przedmiotem niniejszej rozprawy.
Zaskakujacy jest jednak fakt, ze jako zalet¢ tej techniki Autorka podaje minimalizowanie
negatywnego wplywu na srodowisko, podczas gdy w tej technice faza ruchoma zawiera gtoéwnie
acetonitryl. Do czesci chromatograficznej pojawia si¢ tez zasadnicze pytanie, czy pH podawanych
faz ruchomych bylo to rzeczywiste pH hydro-organicznej mieszaniny (a jesli tak to jak
wyznaczone) czy byto to pH wodnego roztworu buforowego stosowanego jako jeden ze sktadnikow
fazy ruchomej? Watpliwosci budzi réwniez profil gradientu przedstawiony pod RysunkiemlS5.
Wazrost zawartosci acetonitrylu miedzy czasem 2,5 a 3,5 minuty jest zdecydowanie niezgodny
z teorig chromatografii.

Bardzo ciekawym aspektem pracy, by¢ moze z pobudek osobistych, jest poszukiwanie
alternatyw dla substancji chemicznych obciagzajacych srodowisko. W tym celu Pani mgr Justyna
Piechocka podjeta probe opracowania warunkow rozdzielania chromatograficznego mieszaniny
zawierajacej Cys i Cys-Gly w mozliwie najkrotszym czasie przy jednoczesnym znaczacym
ograniczeniu badz catkowitej eliminacji zuzycia toksycznych sktadnikéw faz ruchomych. Badania
te doprowadzily do opracowania metody chromatograficznej, w ktérej jako rozpuszczalnik
organiczny zastosowano etanol, ktdry jest uznawany za jeden z najbardziej ekologicznych
rozpuszczalnikow organicznych. Tak wigc postawiony przez Doktorantke cel zostal w pelni
osiagnigty.

W tej czesci rowniez pojawia si¢ pewna niezgodnos$¢. Mianowicie autorka stwierdza,
ze wzrost przeptywu fazy ruchomej do 2 ml/min powoduje, ze wszystkie sktadniki analizowanej
mieszaniny byly eluowane razem w czasie retencji substancji niezatrzymywanej. O ile moge
zgodzi¢ sie, ze substancje byly eluowane razem (ze wzglgdu na krotki czas przebywania
w kolumnie) to pragne zwroci¢ uwagg, ze czas retencji substancji niezatrzymywanej obowiazuje dla
danego przeplywu, i ze jest on odwrotnie proporcjonalny do szybkosci przeptywu. Zwigkszenie
przeptywu z 1 do 2 ml/min skraca czas retencji substancji niezatrzymywanej o polowe.

Bardzo ciekawym i oryginalnym jest pomyst zastosowania jako skladnika fazy ruchomej

etanolu spozywczego. Otrzymane wyniki sg zaskakujaco dobre. Osobiscie jednak bal bym sig



takiego rozwigzania ze wzgledu na ryzyko obecnosci czgstek statych, ktére moglyby uszkodzi¢
kolumne lub aparature.

Idac niejako za ciosem, Pani magister Justyna Piechocka opracowata metod¢ umozliwiajaca
oznaczanie grupy tiolowych pochodnych stosujac jako sktadniki fazy ruchomej wode, etanol i kwas
octowy. Od takiego sktadu fazy ruchomej mniejszy negatywny wptyw na srodowisko moze mieé
tylko faza ruchoma sktadajaca si¢ z samej wody. W tym miejscu pragne wyrazi¢ uznanie zarOwno
dla pomystu Doktorantki jak i dla osiggnietego celu. Drobnym mankamentem w tej czesci pracy

jest stwierdzenie, ze mieszanina etanolu i 0,5% kwasu octowego jest dwuskladnikowa.

Metody analityczne opracowane przez Panig mgr Justyne Piechocka zostaly poddane
walidacji a co najwazniejsze, zostaly one z powodzeniem zastosowane do analizy probek
biologicznych. Otrzymane metody cechuje dobra odtwarzalnos¢ a odzysk miesci sig¢
w dopuszczalnym zakresie. W opisie walidacji znacznie lepiej postugiwac si¢ polska nomenklaturag
uzywajac stowa wzorzec zamiast "standard". Termin "oznaczenie" w nomenklaturze analitycznej
dotyczy analizy iloSciowej, zatem terminy "oznaczenie wystgpowania" oraz "ilosciowe oznaczenie"
budzg pewne watpliwosci. O profesjonalnym podejsciu do problemu analitycznego $wiadcza
réwniez przeprowadzone badania trwatosci przygotowanych probek. Nie podlega watpliwosci,
iz Doktorantka dowiodla, ze opracowane metody spelniaja najwyzsze wymagania stawiane
procedurom umozliwiajagcym oznaczanie istotnych z biologicznego jak i klinicznego punktu
widzenia zwigzkow w materiale biologicznym. Na podstawie analizy roéznych tiolowych
pochodnych w moczu, Slinie i osoczu Autorka podjeta probe korelacji tych wynikow w celu
wykazania potencjalnego zastosowania $liny jaki materialu analitycznego. Otrzymany
wspotczynnik korelacji faktycznie pozwalaja na pewien optymizm w tym zagadnieniu. Rysunek 25
wymaga jednak pewnego komentarza, poniewaz jezeli podaje on wspélczynnik korelacji (R),
to w trzech wypadkach powinien by¢ on ujemny. Wspdtczynnik determinacji natomiast (R?) bylby
zawsze dodatni.

Podsumowujgc, do najwiekszych osiagnig¢ rozprawy doktorskiej mgr Justyny Piechockiej
nalezy opracowanie trzech nowych, speiniajagce najwyzsze wymagania stawiane tego typu
procedurom, metod analitycznych umozliwiajacych oznaczenie zawartosci tiolowych pochodnych
w moczu, osoczu i §linie. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, iz tworzac nowe metody analityczne
Doktorantka starata si¢, aby ich negatywny wplyw na $rodowisko byl mozliwie najmniejszy.
O duzej $wiadomosci Autorki $wiadcza rowniez przedstawione na koncu pracy dalsze cele

badawcze, mozliwosci i prognozy rozwoju kierunku prowadzenia badan.



Przed przystgpieniem do oceny wartosci naukowej uzyskanych przez mgr Justyne Piechocka
wynikéw trzeba podkresli¢, ze zostaly one juz w wiekszosci opublikowane w renomowanych
czasopismach, takich jak Analytical and Bioanalytical Chemistry czy Talanta, gdzie réwniez
podlegaty wnikliwej recenzji przez przynajmniej dwoch recenzentow.

Podsumowujac moja ocene wartosci naukowej uzyskanych wynikow oraz ich opracowanie
w rozprawie doktorskiej stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Justyny Piechockiej spetnia
wymogi stawiane przez Ustawy o stopniach i tytule naukowym tego typu opracowaniom. Wnosze
wigc do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu £.6dzkiego o dopuszczenie mgr Justyny Piechockiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, ze wzgledu na duza warto$¢ naukowag uzyskanych przez Doktorantke wynikow
i ponadprzecigtny dorobek naukowy mgr Justyny Piechockiej: 9 opublikowanych prac, ktérych
taczny IF=18,255, 49 komunikatow konferencyjnych, liczne staze, udzial w projektach
badawczych, jak i dziatalno$¢ bezposrednio niezwigzana z przygotowaniem rozprawy doktorskiej,

proponuje wyroznié rozprawe doktorskg i jej Autorke stosowng nagroda.
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