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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgra Krystiana Purgata
pt.: ,,Wykorzystanie mikroekstrakcji w elektroforetycznej analizie moczu na zawartosé
tiolaktonu homocysteiny” wykonanej w Katedrze Chemii Srodowiska, Wydziatu Chemii
Uniwersytetu L.odzkiego pod kierunkiem Pana dr hab. Pawta Kubalczyka, prof. UL

Homocysteina, obok cysteiny 1 glutationu, jest uwazana za jeden z trzech
najwazniejszych aminokwaséw tiolowych wystepujacych w organizmie czlowieka. Jest
jednak aminokwasem do$¢ specyficznym, bowiem mimo iz jest homologiem cysteiny
1 rownoczes$nie pochodng metioniny, od ktorej rézni si¢ brakiem grupy metylowej przy
atomie siarki, nie uczestniczy w budowie biatek. Ten niezwykle istotny aminotiol nie jest
dostarczany do organizmu wraz z pokarmem, powstaje w ustroju wylacznie w wyniku
przemian metabolicznych metioniny, a jego podwyzszone st¢zenie w organizmie jest
niezaleznym czynnikiem ryzyka przedwczesnego rozwoju chordb cywilizacyjnych. Ponadto,
pod wpltywem dzialania nieswoistego enzymu syntetazy metionylo-t-RNA, homocysteina
moze ulega¢ cyklizacji do tiolaktonu homocysteiny (HTL), ktory ze wzgledu na duza tatwosé
w przechodzeniu przez blony komorkowe do osocza krwi i rownoczesnie duzg reaktywnosc,

moze taczy¢ si¢ z resztami lizyny znajdujacymi si¢ w lancuchach biatek. Efektem takiej



reakcji, zwanej N-homocysteinylacja, jest zmodyfikowanie biatek, zmiana ich struktury
przestrzennej, jak rowniez wilasciwosci biologicznych. Tiolaktonu homocysteiny, zwany
czesto ,reaktywng pochodng homocysteiny”, jest wigzany ze zwigkszonym ryzykiem
wystgpienia choréb naczyniowo-sercowych i1 neurodegeneracyjnych u ludzi. Wazne jest
zatem posiadanie odpowiednich narzedzi analitycznych pozwalajacych na monitorowanie
poziomu HTL w plynach ustrojowych. Najczesciej analizowanym ptynem ustrojowym jest
osocze, ktore charakteryzuje si¢ staltym, niezmienionym sktadem, natomiast mocz,
z niezrozumiatych powodoéw, jest niedoceniany. Analiza moczu jest co prawda zadaniem
znacznie trudniejszym niz osocza, gtéwnie ze wzgledu na wigksze skomplikowanie matrycy,
jednak z drugiej strony wydaje si¢ by¢, przede wszystkim ze wzgledu na tatwy i nieinwazyjny
sposOb pobierania probek, analizg bardzo perspektywiczng. Dlatego tez problem badawczy
podjety przez Pana mgra Krystiana Purgata, czyli opracowanie nowych procedur
analitycznych oznaczania tiolaktonu homocysteiny w moczu czlowieka technika

elektroforezy kapilarnej, jest bardzo wazny i aktualny.

Praca zostata prawidlowo zaplanowana i zrealizowana. Cata rozprawa liczy 190 stron,
13 tabel 1 83 rysunkéw, i ma typowy uktad dla tego typu dysertacji, na ktory sklada sig:
wstep, cze$¢ literaturowa, czgs¢ eksperymentalna, podsumowanie i wnioski koncowe oraz
pismiennictwo. Wykaz skrotow i symboli zamieszczony na poczatku pracy oraz spisy tresci,
tabel 1 rysunkéw umozliwiajg jej szybkie przegladanie i powrdt do najbardziej interesujacych
fragmentéw. Szkoda tylko, ze przy pisaniu tego pierwszego Doktorant byl troche
niekonsekwentny i pominat kilka istotnych, pojawiajacych si¢ do$¢ czesto w pracy skrotow
np. RSD, FIA, FLD, GC. Czg¢$¢ literaturowa sklada si¢ z czterech rozdzialow i zostata
napisana w oparciu o najnowszg literatur¢ (cata bibliografia liczy az 243 pozycje).
Poszczegolne rozdzialty dotycza odpowiednio biochemii homocysteiny 1 tiolaktonu
homocysteiny, przegladu opisanych w literaturze metod oznaczania HTL, podstaw
teoretycznych 1 praktycznych wykorzystanej w pracy techniki badawczej — elektroforezy
kapilarnej oraz technik przygotowania probek do analizy na drodze ekstrakcji ze szczegdlnym
uwzglednieniem mikroekstrakcji do pojedynczej kropli (SDME). Podoba mi si¢ zamieszczona
w rozdziale drugim tabela (Tabela 1), ktéra podsumowuje i porownuje opisane w literaturze

metody oznaczania HTL porzadkujac tym samym aktualny stan wiedzy na ten temat.



Czg$¢ eksperymentalna pracy zawiera wyniki badan wlasnych Doktoranta, ktorych
celem bylo opracowanie elektroforetycznych procedur oznaczania tiolaktonu homocysteiny
w moczu cztowieka. W sumie w pracy przedstawiono trzy kompletne procedury analityczne:

- oznaczania HTL za pomoca kapilarnej elektroforezy strefowej oraz mikroekstrakcji do
pojedynczej kropli realizowane;j ,,on-line” — w uktadzie pomiarowym CE;

- oznaczania HTL za pomoca kapilarnej elektroforezy strefowej oraz mikroekstrakcji do
pojedynczej kropli realizowanej ,,off-line” — poza uktadem pomiarowym CE;

- oznaczania HTL za pomoca kapilarnej elektroforezy strefowej oraz mikroekstrakcji do
pojedynczej kropli realizowanej ,,off-line” — poza uktadem pomiarowym CE oraz spigtrzania

analitu na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola elektrycznego.

Opracowanie kazdej z tych metod wymagato optymalizacji jej poszczeg6lnych etapow
m.in. warunkow separacji elektroforetycznej; procedury wykonania mikroekstrakcji zarowno
bezposrednio w ukladzie elektroforetycznym jak i poza uktadem w trybie ,,off-line”; czy tez
procedury zatgzania analitu na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola
elektrycznego (FASI). Wyniki zostaly przedstawione w przejrzysty sposdb w postaci licznych
rysunkow. Troch¢ dla mnie niezrozumiate jest jednak przedstawianie wptywu
optymalizowanych parametréw zardwno na wysokos$¢ jak i na pole powierzchni piku/sygnatu
analitu (rozdzialy 3.1, 5.1 1 5.2). W przypadku oznaczen chromatograficznych, a zwlaszcza
elektroforetycznych, do opisu rejestrowanego sygnatu analitycznego rekomenduje si¢ raczej

pole powierzchni piku a nie jego wysokos¢.

Po optymalizacji, kazda z opracowanych procedur zostata zwalidowana, skalibrowana
1 zastosowana do oznaczania stezenia HTL w moczu pozornie zdrowych ochotnikéw. Bardzo
dobrym pomystem Doktoranta bylo poroéwnanie opracowanej metody, w formie tabeli,
z innymi opisanymi w literaturze metodami oznaczania HTL (tabele 5, 9 1 12). Troche jednak
szkoda, ze w kolejnych tabelach Autor niejako ,,zapominal” o swoich wcze$niejszych
osiggnigciach 1 nie zamieszczat dla celow poroéwnawczych poprzednich procedur. Moim
zdaniem az si¢ prosi aby w ostatniej tabeli (tabeli 12) zamie$ci¢ wyniki nie tylko dla metody
SDME-FASI-CZE, ale rowniez dwoch wczesniejszych — SDME-CZE (off-line) i SDME-CZE
(on-line). Troche niejasna jest tez dla mnie przedstawiona na stronie 92 procedura pomiaru
pH prébek moczu zmieszanych z buforem fosforanowym. Pomiar pH probki, ktorej catkowita
objetos¢ wynosi 600 pl (200 pul moczu + 400 pl buforu) za pomoca pehametru wydaje si¢

technicznie niemozliwy.



Catosciowo, cz¢s¢ eksperymentalng nalezy jednak oceni¢ wysoko; poszczegdlne etapy
pracy zaplanowane i zrealizowane przez Doktoranta wymagaty bardzo dobrej znajomosci

warsztatu badawczego i $wiadczg o jego duzej dojrzatosci naukowej.

Praca konczy si¢ podsumowaniem i wnioskami koncowymi be¢dacymi niejako
ukoronowaniem catej, dobrze napisanej, dysertacji. Cala praca jest napisana poprawnym
jezykiem i jest przygotowana bardzo starannie pod wzgledem redakcyjnym. Niestety,
Doktorant nie uniknal drobnych potknie¢ jezykowych uzywajac niewlasciwej nomenklatury
i sformutowan np.:

- wprowadzanie probki na kolumng” (str. 33) lub ,,nafozenie probki na kolumne” (str. 34) —
powinno by¢ ,.dozowanie lub wprowadzanie do kolumny”;

- ,supernatant” (str. 92) — powinno by¢ ,,roztwdr nad osadem’;

- ,,doszczepianie probki” (m.in. str. 40, 102, 103, 108, 146) — powinno by¢ ,,wzbogacanie
probki”;

- predkosé¢ przeplywu” fazy ruchomej w odniesieniu do chromatografii gazowej (str. 23).
O ile jest to jak najbardziej prawidlowe sformutowanie w przypadku chromatografii
cieczowej i elektroforezy kapilarnej gdzie mamy do czynienia z ,.ciekla” faza ruchoma, to
w przypadku fazy ruchomej w stanie gazowym bardziej prawidtowy jest termin ,natezenie

przephywu strumienia gazu’”.

Przytoczone powyzej uwagi nie umniejszaja pracy i nie maja istotnego wptywu na jej

merytoryczng oceng.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgra Krystiana Purgata
dotyczy aktualnych i istotnych z praktycznego punktu widzenia zagadnief. Praca stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wykazuje wiele elementéw nowosci
naukowej. Przedstawiona w pracy metodyka badan nie budzi zastrzezen, a sposob prezentacji
wynikow jest jasny i czytelny, za$ ich interpretacja pokazuje, ze Doktorant potrafi logicznie
i kompetentnie analizowa¢ uzyskane wyniki. W moim przekonaniu opiniowana rozprawa
doktorska spelia wymagania stawiane pracom doktorskim w $wietle obowigzujacych
przepiséw i w zwiagzku z tym zwracam si¢ do Komisji Uniwersytetu £.6dzkiego ds. Stopni
Naukowych w dyscyplinie Nauki Chemiczne z wnioskiem o jej przyjecie i dopuszczenie Pana

mgra Krystiana Purgata do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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