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Wstep
W badaniach metabolitdw wystepujagcych w ptynach ustrojowych cztowieka

wazng role petnig techniki separacyjne: wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC), chromatografia gazowa (GC), elektroforeza kapilarna (CE) oraz
zaawansowane techniki tgczone ze spektrometrig mas. W gtownej mierze
chromatografia gazowa tgczona ze spektrometrig mas (GC/MS) oraz chromatografia
cieczowa tgczona ze spektrometrig (LC/MS). W ostatniej dekadzie obserwowany jest
ciggly wzrost zainteresowania wykorzystaniem technik chromatograficznych w
badaniach z obszaru tzw. diagnostyki medycznej. Badania metabolitéw sg niezwykle
wazne, poniewaz oprocz rozpoznania choroby mogg byé¢ takze pomocne w wyborze
odpowiedniej terapii, czy diety. Szczegdlnie poszukiwane sg takie metody
analityczne, ktére bedg mogty znalez¢ praktyczne zastosowanie do badania r6znych

matryc biologicznych tj. sliny, moczu, czy osocza.



Tematyka podjeta w rozprawie doktorskiej przez mgr Justyne Piechockg
dobrze wpisuje sie w ten obszar badan naukowych. Dotyczy bowiem opracowania
nowych metod chromatograficznych z  wykorzystaniem  wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detekcjg spektrofotometryczng, ktére mogg byé w
przysztosci narzedziem analitycznym w badaniach relacji stezeniowych pomiedzy
zawartoscig niskoczgsteczkowych tioli w ptynach ustrojowych u ludzi. Pragne
zaznaczyC, ze przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki sg wazne i aktualne.
Doskonale wiem, jak wiele wysitku i pracy wymagato od Doktorantki opracowanie

nowych, precyzyjnych i doktadnych metod analitycznych.

Struktura i tres¢ rozprawy doktorskiej

Recenzowana praca mgr Justyny Piechockiej jest przyktadem rozprawy
doktorskiej w nowej formie. Stanowi jg spdjny tematycznie zbior 4 artykutdéw
naukowych, ktére zostaty opatrzone stosownym opisem. Ponadto, zostat dotgczony
zatgcznik do publikacji, ktéra ukazata sie w czasopiSmie Talanta, okreslony jako
Supplementary material. Na elementy tego opisu sktadajg sie: wprowadzenie, opis
przeprowadzonych prac wraz z uzasadnieniem podjetych dziatan i literaturg. Catos¢
stanowi 62 strony. Cytowana literatura obejmuje 109 pozycji naukowych polskich i
zagranicznych, z przewagg tych drugich. W pracy, w czesci wprowadzenie zostat
sprecyzowany cel i zakres prowadzonych badan. Cho¢ w moim odczuciu ta czes¢
(cel i zakres) powinna znalez¢ sie jako osobny, wydzielony odpowiednio element
rozprawy. Ponadto, w przedstawionym do recenzji materiale, znalazty sie: naukowy
zyciorys Doktorantki, publikacje wchodzgce w skiad rozprawy doktorskiej (jako
zatgczniki) oraz oswiadczenia wspotautorow. Te ostatnie  potwierdzajg
niepodwazalny wktad pani mgr Justyny Piechockiej w badania. Pragne zauwazyc¢, ze
Doktorantka jest pierwszym, badz drugim wspoétautorem w pracach naukowych
sktadajgcych sie na dysertacje. Wprowadzenie, opis wynikow, ich dyskusja oraz
wnioski dotyczgce otrzymanych rezultatbw z powotaniem sie na odpowiednie
odnosniki literaturowe nie budzg zasadniczo moich watpliwosci.

Wykaz dorobku naukowego Doktorantki w mojej opinii jest bardzo dobry.
Wskazuje na duze Jej zaangazowanie w prace naukowg i staranne, przemyslane
dobieranie czasopism naukowych, pod katem prezentowanych wynikéw badan. W

zatgczonym wykazie sg artykuty, ktore ukazaty sie w bardzo dobrych czasopismach
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naukowych: Analytical and Bioanalytical Chemistry (Springer), Talanta (Elsevier),
Acta Chromatographica oraz w polskim, specjalistycznym kwartalniku Analityka, ktory
porusza aktualne problemy chemikéw-analitykow. Liczne wystgpienia konferencyjne
(19 konferencji miedzynarodowych oraz 30 konferencji krajowych) potwierdzajg
takze duzg naukowg aktywnos¢ Doktorantki. Po drugie, imponujgco wrecz, jak na tak
miodg osobe przedstawia sie jej doswiadczenie zawodowe, na ktére sktadajg sie
liczne staze naukowe i zawodowa praktyka laboratoryjna.

W czesci Wprowadzenie Autorka omowita zagadnienia dotyczgce zaburzen
metabolizmu homocysteiny i zwigzkéw siarki z nig spokrewnionych takich jak:
cysteina (Cys), glutation (GSH), cysteinylo-glicyna (Cys-Gly) oraz y-glutamylo-
cysteina (y-GluCys) w kontekscie chorob cywilizacyjnych z uwzglednieniem
neurodegeneracyjnych (choroba Parkinsona i Alzheimera), a takze chordb
naczyniowo-sercowych . Zabrakto mi jednak informacji na temat potencjalnej roli
homocysteiny w zaburzeniu jakim jest Spektrum Zaburzen Autystycznych (ASD).

Cel badan zostat sformutowany czytelnie. Dotyczyt opracowania nowych,
precyzyjnych, doktadnych metod analitycznych z wykorzystanie techniki HPLC-UV-
Vis, ktére umozliwig oznaczenie aminokwasow tiolowych (Hcy, Cys, GSH, Cys-Gly,
y-GluCys) w S$linie, moczu, osoczu ludzkim. Pragne jeszcze raz podkreslic, ze
realizacja zatozonego celu gtébwnego i poszczegolnych zadahn badawczych, ze
szczegolnym uwzglednieniem specyficznego charakteru prowadzonych reakcji
derywatyzacji, spetnieniem zasad zielonej chemii i zminimalizowaniem kosztéw
analiz wymagato duzego eksperymentalnego wktadu pracy Doktorantki.

W czesci pracy dotyczgcej opisu prowadzonych eksperymentéw, szczegding
uwage zwrocono na:

e opracowanie odpowiednich procedur analitycznych, ktére umozliwig
oznaczenia zwigzkéw siarki w matrycy biologicznej z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg spektrofotometryczng,

e zastosowanie starannie przemyslanych odczynnikow chemicznych, ktore
majg minimalny, negatywny wptyw na $srodowisko naturalne.

Opracowanie materialu doswiadczanego przez mgr Justyne Piechockg
wskazuje na Jej dobre opanowanie planowania eksperymentdéw poprzedzajgcych

koncowe oznaczenie analitow. Podjecie sie trudu zwalidowania opracowanych metod



analitycznych przed ich wykorzystaniem do oznaczeh, wskazuje na dojrzatosc

Doktorantki w prowadzeniu badan naukowych.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Za najbardziej wartosciowe w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej
uwazam opracowanie trzech nowych procedur analitycznych umozliwiajgcych
oznaczenie poziomu stezen:

e Cysteiny i Homocysteiny w probkach osocza w postaci tiazynowych
i tiazolidynowych pochodnych,

e Cysteiny i Cysteinylo-glicyny w probkach moczu i osoczu ludzkim w postaci 2-
S-chinoliniowych pochodnych,

e Homocysteiny, glutationu zredukowanego, y-Glutamylo-cysteiny, Cysteinylo-
glicyny, N-acetylo-cysteiny oraz Cysteiny w prébkach sliny, moczu i osocza
cztowieka w postaci 2-S-lepidyniowych pochodnych.

Niewatpliwie, na wysoka ocene zastuguje oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, czyli wykazanie przydatnosci fosforanu 5’-pirydoksalu (PLP) jako
efektywnego i specyficznego odczynnika derywatyzujgcego tiole.

Waznym elementem tej rozprawy doktorskiej jest potencjalny charakter
aplikacyjny opracowanych metod analitycznych oraz ich aspekt ekonomiczny

i ekologiczny.

Uwagi

Recenzent poza oczywistym podkresleniem walorow i zalet pracy ma takze
obowigzek wskazania pewnych btedéw, uwag i postawienia pytan, co ponizej czynie.
Praca mgr Justyny Piechockiej jest przygotowana starannie, tabele, rysunki,

schematy i znajdujgce sie opisy sg czytelne, choC zdarzajg sie btedy w tekscie (np.

str. 16 jest ,...na biologicznie aktywng formg witaminy B6...”, powinno byc¢ : ,...na
biologicznie aktywng forme witaminy B6...”, czy str. 44 ,...jest w zgodnie ze
standardowymi procedurami, powinno by¢: ,...w zgodzie ze standardowymi

procedurami”). Ponadto, bardzo utrudniajg czytanie pracy, zbyt diugie zdania, ktore
czasami majg po 8,9 linijek (np. str. 10,11, 28, czy 51). Zupetnie bez strat dla

walorow pracy mozna byto zastosowac zdania pojedyncze, bgdz tylko podwdjnie



ztozone. Utrudnia czytanie pracy brak przecinkéw, przy zdaniach wielokrotnie

ztozonych w pewnym stopniu znaki interpunkcyjne utatwityby czytanie pracy.

Zaprezentowane wyniki badan w nowej formie rozprawy podobajg mi sig, cho¢

mam zastrzezenia co do czesci pracy - cel i zakres. W moim odczuciu, ta czesé

pracy mogtaby by¢ lepiej zaprezentowana (wyrézniona).

Wsréd innych niedociggnie¢ w pracy, uwag dyskusyjnych i merytorycznych

trzeba wymienic:

>

Wykaz skrétdow na poczatku rozprawy jest niekompletny, brak wyjasnienia
m.in. skrotu Cys 34, ponadto czes¢ skrotow wyjasniana jest w tekscie, a czesc
podana na poczatku w wykazie (rodzi sie pytanie wedtug jakiego klucza
dokonano tego wyboru?),

Raczej powinno unika¢ sie sformutowan, ktére mogg by¢ opacznie
zrozumiane, jak np.: ,odbiegajgcym od normy” (str.7), ,wstepnej obrébce”
(str.13),

Prosze o wyjasnienie zdania ze str. 10 ,,...wtasciwosci toksyczne wzgledem
organizmow zywych i/lub korozyjne....” ,

Prosze rozwing¢ zdanie (dokonczy¢ zdanie), ktére znalazto sie na str. 13, na
koncu pierwszego akapitu ,,...z biologicznego jak i klinicznego punktu widzenia
zwigzkow stawiane sg coraz to wyzsze wymagania” , czyli jakie?

Prosze rozwing¢ zdanie (dokonczy¢ zdanie), ktére znalazto sie na str. 19,
czwarta linijka od géry ,,...tworzenia pozgdanych produktow...”, czyli jakich?
Co rozumie pani przez wiekszg przepustowos¢ w kontekscie metod
analitycznych (str.15),

Czy poziomy stezen analitdéw byly przeliczane na kreatynine?

Prosze o rozwiniecie zagadnienia obecnosci GSH w moczu, na bazie pani

naukowych doswiadczen.

Podsumowanie recenzji

Stwierdzam, ze mgr Justyna Piechocka wykazata sie wiedzg w aktualnej

i waznej tematyce bedgcej przedmiotem rozprawy doktorskiej. Wskazane w recenz;ji

btedy i uwagi nie umniejszajg  wartosci dysertacji. Poniewaz, ze wzgledéw



formalnych ta praca doktorska nie moze zosta¢ wyrdzniona, dlatego nie wnosze tej
prosby w recenzji.

Praca spetnia warunki okreslone w art.13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. z 20003 r., nr 65 poz. 595 wraz z
pozniejszymi zmianami).

Whiosek koncowy
Podsumowujgc, recenzowana rozprawa mgr Justyny Piechockiej
zatytutowana ,Wysokosprawna chromatografia cieczowa wybranych pochodnych
endogennych tioli” spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim, wnosze o

dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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