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Informacje ogodlne

Zdarzenia (osiggniecia) zostaty uporzagdkowane chronologicznie.

Okres przed uzyskaniem stopnia doktora odnosi sie do czasu sprzed 21.02.2018 r. Okres
po uzyskaniu stopnia doktora odnosi sie do czasu po 21.02.2018 r. do dnia zgtoszenia
whniosku w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego.

Wartos$¢ wskaznika oddziatywania dla czasopism zostata okreslona na podstawie danych
z bazy Journal Citation Reports (dostep dnia 13.05.2024 r.).

Autor korespondencyjny / prezentujgcy pracy zostat oznaczony gwiazdka (*).

Liczba punktdw dla czasopism zostata okreslona na podstawie danych z wykazu
czasopism naukowych i recenzowanych materiatéw z konferencji miedzynarodowych,
wskazanych w komunikacie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 05.01.2024 r.

Opis indywidualnego wktadu w powstanie dzieta przygotowano zgodnie z taksonomig
rol tworcéw.

Czasopisma, ktore znalazty sie w 2022 r. w gérnym decylu wskaznika cytowalnosci
okreslono na podstawie danych z bazy Scopus (dostep dnia 13.05.2024 r.).

Wartos¢ indeksu Hirscha okreslono na podstawie danych z bazy Scopus (dostep dnia
13.05.2024 r.).
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Wykaz stosowanych skrétéw i symboli

CE
CEEPUS
CiteScore - Top 10%
cmaQr
Cys
Cys-Gly
FDA
FLD

GC

Glu

Hcy
HILIC
HPLC
HPPTCA

HSL
HTL

IBCF

LLE

Lys
Met
MNiSW
MS
MS/MS
MSTFA
N-Hcy
NMR

Ne-Hcy-Lys

elektroforeza kapilarna

Srodkowoeuropejski Program Wymiany Uniwersyteckiej
gorny decyl wskaznika cytowalnosci
tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy
cysteina

cysteinylo-glicyna

Amerykanska Agencja do spraw Zywnosci i Lekéw
detektor fluorescencyjny

chromatografia gazowa

glutation

homocysteina

chromatografia oddziatywan hydrofilowych
chromatografia cieczowa

kwas  2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-pirydylo)-1,3-
tiazolidyno-4-karboksylowy

lakton homoseryny

tiolakton homocysteiny

chloromréweczan izobutylu

wskaznik oddziatywania czasopisma

ekstrakcja ciecz-ciecz

lizyna

metionina

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
spektrometria mas

tandemowa spektrometria mas
N-metylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid
homocysteina zwigzana wigzaniem amidowym z biatkami osocza
spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego

Ne-homocysteinylo-lizyna
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OPA
PCA
pKa
PLP
Pyr
TCA
TCEP
TMCS
uv
UV-Vis

aldehyd orto-ftalowy

kwas chlorowy(VII)

stata dysocjacji

fosforan 5°-pirydoksalu

pirydyna

kwas 1,3-tiazinano-4-karboksylowy
tris(2-karboksyetylo)fosfina
trimetylochlorosilan

detektor spektrofotometryczny
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1. Dane osobowe

Imie i nazwisko: Justyna Piechocka (z domu Stachniuk)

Numer ORCID (Open Researcher and Contributor Identity): 0000-0002-1160-3160
Scopus ID (Scopus Identity): 56845878500

Adres e-mail: justyna.piechocka@chemia.uni.lodz.pl

2.  Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2011 Licencjat w zakresie chemii w specjalnosci chemia kosmetyczna na podstawie
przedstawionej pracy ,Samoorganizacja czgsteczek na powierzchniach metalicznych”
nadany przez Wydziat Chemii Uniwersytetu todzkiego

2013  Magister w zakresie chemii na podstawie przedstawionej pracy ,,Oznaczanie kwasu
foliowego i jego wybranych pochodnych” nadany przez Wydziat Chemii Uniwersytetu
tédzkiego

2014 Licencjat w zakresie chemii w specjalnosci analityka chemiczna na podstawie
przedstawionej pracy ,Derywatyzacja chemiczna przez grupe aminowg” nadany
przez Wydziat Chemii Uniwersytetu tédzkiego

2018 Doktor nauk chemicznych w zakresie chemii na podstawie przedstawionej rozprawy
doktorskiej ,Wysokosprawna chromatografia cieczowa wybranych pochodnych
endogennych tioli” nadany przez Wydziat Chemii Uniwersytetu todzkiego

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Od dnia 01.04.2018 r. jestem zatrudniona na stanowisku adiunkta badawczo-dydaktycznego
w Katedrze Chemii Srodowiska na Wydziale Chemii Uniwersytetu tédzkiego.

4. Omoéwienie osiggniecia naukowego stanowigcego podstawe do ubiegania sie
o nadanie stopnia doktora habilitowanego

Zgodnie z art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy z dnia 20.07.2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U.z2021r. poz. 478 z pdin. zm.) podstawe zgtoszenia wniosku w sprawie nadania
stopnia doktora habilitowanego stanowi cykl powigzanych tematycznie artykutéw naukowych
[H1-H9], poswieconych tematyce zastosowania technik rozdzielania w fazie ciektej i gazowej
w analityce probek biologicznych. Prace ukazaty sie drukiem w latach 2020 - 2024,
po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora nauk chemicznych.
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4.1. Osiggniecie naukowe

Cykl powigzanych tematycznie 9 artykutéw naukowych [H1-H9] zatytutowany ,, Zastosowanie
technik rozdzielania w fazie ciektej i gazowej w analityce ptynédw ustrojowych cztowieka na
zawarto$¢ wybranych matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki”.

4.2. Wykaz publikacji sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe

Cykl obejmuje 7 prac oryginalnych [H2-H5,H7-H9] oraz 2 prace przeglagdowe [H1,H6],
w przypadku ktérych sumaryczna warto$¢ wskaznika oddziatywania (IF) wynosi 59,7
(Tabela 1). Sposréd 9 prac sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe, 4 artykuty zostaty
opublikowane w czasopismach, ktére znalazty sie w 2022 r. w gérnym decylu wskaznika
cytowalnosci (CiteScore - Top 10%). Prace zostaty opublikowane w czasopismach znajdujacych
sie w aktualnym wykazie czasopism naukowych i recenzowanych materiatéw z konferencji
miedzynarodowych, zgodnie z informacjg zawartg w komunikacie Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyiszego (MNiSW). Czasopismom tym przypisano 70 punktéw (2 prace), 100 punktéw
(1 praca), 140 punktéw (6 prac). W przypadku kazdego zrozpatrywanych dziet jestem
pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym o znaczacym wktadzie w ich
powstanie. Merytoryczny opis mojego wkfadu w powstanie poszczegdlnych prac stanowi tres¢
zatgcznika 4 do przedmiotowego wniosku. Oswiadczenia wspoétautordw, okreslajace ich
indywidualny wktad w powstanie publikacji sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe, stanowig
tres¢ zatgcznika 5 do wniosku. Kopie wspomnianych prac stanowig tres¢ zatgcznika 6.

H1. J. Piechocka*, M. Wronska, R. Gtowacki*, Chromatographic strategies for the
determination of aminothiols in human saliva, TrAC - Trends in Analytical Chemistry
(2020) 126: 115866, 1 - 14. DOI: 10.1016/j.trac.2020.115866.

CiteScore - Top 10% | Punkty MNiSW024 140 | Wartos¢ I1F2022 13,1

H2. J. Piechocka*, M. Wronska, I.E. Gtowacka, R. Gtowacki*, 2-(3-hydroxy-5-
phosphonooxymethyl-2-methyl-4-pyridyl)-1,3-thiazolidine-4-carboxylic  acid, novel
metabolite of pyridoxal 5°-phosphate and cysteine is present in human plasma
- chromatographic investigations, International Journal of Molecular Sciences (2020)
21:3548, 1-16. DOI: 10.3390/ijms21103548.

Punkty MNiSW2024 140 | Wartos¢ IF2022 5,6

H3. J. Piechocka*, M. Wronska, G. Chwatko, H. Jakubowski, R. Gtowacki*, Quantification of
homocysteine thiolactone in human saliva and urine by gas chromatography - mass
spectrometry, Journal of Chromatography B (2020) 1149: 122155, 1-7.
DOI: 10.1016/j.jchromb.2020.122155.

Punkty MNiSW3024 70 | Wartos¢ IF2022 3,0
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H4.

H5.

H6.

H7.

H8.

H9.

J. Piechocka*, M. Wieczorek, R. Gtowacki*, Gas chromatography - mass spectrometry
based approach for the determination of methionine - related sulfur containing
compounds in human saliva, International Journal of Molecular Sciences (2020) 21:
9252, 1 - 18. DOI: 10.3390/ijms21239252.

Punkty MNiSW024 140 | Wartos¢ IF2022 5,6

J. Piechocka*, N. Litwicka, R. Gtowacki*, Identification and determination of 1,3-
thiazinane-4-carboxylic acid in human urine - chromatographic studies, International
Journal of Molecular Sciences (2022) 23: 598, 1 - 19. DOI: 10.3390/ijms23020598.

Punkty MNiSW024 140 | Wartos¢ IF2022 5,6

J. Piechocka*, R. Gtowacki*, Up-to-date knowledge about analytical methods for
homocysteine thiolactone determination in biological samples, TrAC - Trends
in Analytical Chemistry (2023) 159: 116906, 1 - 15. DOI: 10.1016/j.trac.2022.116906.

CiteScore - Top 10% | Punkty MNiSW2024 140 | Wartosc IF222 13,1

J. Piechocka®*, M. Wyszczelska-Rokiel, R. Gtowacki*, Simultaneous determination of
2-(3-hydroxy-5-phosphonooxymethyl-2-methyl-4-pyridyl)-1,3-thiazolidine-4-carboxylic
acid and main plasma aminothiols by HPLC-UV based method, Scientific Reports (2023)
13:9294,1-12. DOI: 10.1038/s41598-023-36548-9.

CiteScore - Top 10% | Punkty MNiSW>024 140 | Wartosc IF2022 4,6

J. Piechocka*, R. Gtowacki, One-pot sample preparation procedure for the
determination of protein N-linked homocysteine by HPLC-FLD based method, Journal of
Chromatography B (2023) 1228: 123835, 1 - 7. DOI: 10.1016/j.jchromb.2023.123835.

Punkty MNiSW3024 70 | Wartos¢ IF2022 3,0

J. Piechocka*, R. Gtowacki, Comprehensive studies on the development of HPLC-MS/MS
and HPLC-FL based methods for routine determination of homocysteine thiolactone in
human urine, Talanta (2024) 272: 125791: 1 - 13. DOI: 10.1016/j.talanta.2024.125791.

CiteScore - Top 10% | Punkty MNiSW2024 100 | Wartos¢ IF2022 6,1
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Tabela 1. Zestawienie danych naukometrycznych obejmujgce publikacje sktadajgce sie
na osiggniecie naukowe.

Wskaznik naukometryczny Publikacja [H1-H9]
Sumaryczna liczba cytowan publikacji bez autocytowan 30

Sumaryczna liczba cytowan publikacji 56

Sumaryczna wartosc¢ IF 59,7

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW 1080

Objasnienia: IF, wskaznik oddziatywania czasopisma; MNiSW, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

4.3. Merytoryczne ujecie przedmiotowego osiggniecia naukowego

Od poczatku kariery zawodowej jestem zwigzana z Uniwersytetem tddzkim. W 2013 r.
dotaczytam do zespotu Katedry Chemii Srodowiska na Wydziale Chemii, gdzie do 2018 r.
realizowatam zadania badawcze jako doktorant, a od 01.04.2018 r. prowadze dziatalnos¢
badawczo-dydaktyczng jako adiunkt. Moje zainteresowania naukowe koncentrujg sie na
opracowywaniu chromatograficznych metod analizy prébek biologicznych na zawartos¢
istotnych z biologicznego punktu widzenia matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki
oraz zastosowania tych metod do monitorowania ich przemian metabolicznych i badania roli
w organizmie cztowieka w stanach (pato)fizjologicznych. Dodatkowy aspekt badawczy stanowi
poszukiwanie zwigzkéw, ktére mogtyby petni¢ role nowych markerdw wybranych choréb
cywilizacyjnych, w szczegdlnosci nieznanych metabolitéw (pochodnych) homocysteiny (Hcy)
i zwigzkdw powigzanych z nig w szlaku przemian metabolicznych metioniny (Met). Rozprawe
doktorska, zatytutowang ,, Wysokosprawna chromatografia cieczowa wybranych pochodnych
endogennych tioli”, ktérg obronitam w 2018 r. przygotowatam pod kierunkiem
prof. dra hab. Rafata Gtowackiego. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych,
otrzymatam mozliwo$é kontynuowania badan w jednostce macierzystej. Rozpoczetam prace
badawcze, ktérych efekty sg miedzy innymi przedmiotem niniejszego opracowania
oraz stanowig podstawe zgloszenia wniosku w sprawie nadania stopnia doktora
habilitowanego. W celu lepszego zrozumienia przez czytelnika pobudek, ktére mng kierowaty
na etapie wyboru kierunkéw badan, przedstawie uzasadnienie podjecia tematyki badawczej
z perspektywy stanu wiedzy w 2018 r.

4.3.1.Uzasadnienie podjecia tematyki badawczej

Matoczgsteczkowe zwigzki siarki, takie jak Hcy, cysteina (Cys), glutation (Glu)
i cysteinylo-glicyna (Cys-Gly), odgrywajg istotng role w metabolizmie i homeostazie
komodrkowej oraz petnia wazne funkcje w procesach fizjologicznych i patologicznych
w organizmach zywych [1-4]. Z tego powodu zaliczane sg do grupy biologicznie waznych
zwigzkdw siarki, obok chociazby koenzymu A, albuminy czy siarkowodoru i produktéw jego
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przemiany. W duzym uproszczeniu, zwigzki te powstaja w warunkach fizjologicznych na
drodze przemian metabolicznych Met, ktéra dostarczana jest organizmowi z pozywieniem.
W konsekwencji zachodzgcych wewnatrzkomérkowych przemian prowadzacych do
demetylacji Met powstaje Hcy, ktérej dalsze drogi przemiany uwarunkowane sg aktualnymi
potrzebami organizmu. Hcy podlega zasadniczo dwdm rodzajom przemian, ktdére przebiegaja
w kierunku odtworzenia Met (proces remetylacji) pod wptywem syntazy metioninowej,
w obecnosci witaminy Bi1x i witaminy Bs, oraz syntezy Cys na drodze nieodwracalnego
(promowanego) procesu transsulfuracji Hcy, wymagajacego obecnosci B-syntazy cystationiny,
y-liazy cystationinowej oraz wiasciwej podazy witaminy Bes. Wskutek dalszych przemian
metabolicznych, powstata Cys bierze udziat w syntezie Glu, ktérego enzymatyczna degradacja
prowadzi do powstania Cys-Gly [1-4]. W nieznacznym stopniu Hcy moze réwniez podlegaé
niekorzystnym przemianom w wyniku, ktérych powstaje jej cykliczna forma - tiolakton Hcy
(HTL). Zwiazek wykazuje wysokg reaktywnos¢ w stosunku do biatek, co skutkuje ich
modyfikacjg chemiczng zwang N-homocysteinylacjg. W efekcie tego procesu powstajg
N-homocysteinylowane biatka o nieodwracalnie zmienionych wtasciwosciach, u podtoza czego
lezy utworzenie wigzania amidowego pomiedzy HTL i grupg €-aminowg reszt lizyny (Lys)
w biatku [4-7]. Produktem proteolitycznej degradacji N-homocysteinylowanych biatek jest
miedzy innymi Ne-homocysteinylo-Lys (Ne-Hcy-Lys) [4-6,8]. Co warto podkreslié, wszystkie te
przemiany zachodzg w organizmie cztowieka w stanie fizjologicznym, czyli w warunkach
zapewnienia odpowiedniej podazy sktadnikdw odzywczych stanowigcych Zrédio Met oraz
witamin z grupy B (gtéwnie witaminy Bi,, Bs oraz Bg), jak réwniez braku deficytu
enzymatycznego. Przemiana Hcy w HTL ulega natomiast nasileniu gtéwnie w przypadku
zaburzenia metabolizmu Hcy na skutek dziatania czynnikéw genetycznych i poza genetycznych
[4,9], co niesie za sobg powazne konsekwencje dla zdrowia, ktérym jednoczesnie towarzyszy
uposledzenie szlakow przemian metabolicznych innych zwigzkdéw siarki (Rysunek 1).

Na przestrzeni wielu lat obszernie udokumentowano zwigzek przyczynowy pomiedzy
zaburzonym metabolizmem Hcy i powigzanych z nig w szlaku przemian metabolicznych
zwigzkow siarki a rozwojem licznych choréb cywilizacyjnych [6,9-19]. Na podstawie przegladu
piSmiennictwa trudno nie ulec wrazeniu, ze zdecydowanie najwiecej uwagi poswiecono
badaniom nad znaczeniem Hcy w patogenezie i przebiegu wspomnianych chordb, wsréd
ktérych najczesciej wymienia sie schorzenia uktadu krazenia, cukrzyce, choroby
neurodegeneracyjne czy nowotwory. W mniejszym zakresie przebadano jej metabolity.
Niemniej, przeprowadzone dotychczas badania kliniczne jednoznacznie wykazaty, ze stezenie
Hcy, HTL, Hcy zwigzanej wigzaniem amidowym z biatkami (N-Hcy) oraz Ne-Hcy-Lys w ptynach
ustrojowych cztowieka istotnie wzrasta w przebiegu wspomnianych chordb, czemu
jednoczesnie towarzyszy odbiegajacy od normy, podwyzszony poziom Cys, Glu i Cys-Gly
[6,9-19]. Od wielu lat podwyzszone stezenie Hcy w osoczu uwaza sie za niezalezny czynnik
ryzyka przedwczesnego rozwoju chordb ukfadu krazenia, zaburzen ptodnosci, chordb
neurodegeneracyjnych czy nowotworowych [6,9-19]. Jednoczesnie w przypadku HTL
stwierdzono, ze jego podwyziszone stezenie w moczu stanowi niezalezny czynnik ryzyka
wystgpienia ostrego zawatu mieénia sercowego u pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca
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[20]. Pomimo prowadzonych od wielu lat badan, rola Hcy i powigzanych z nig w szlaku
przemian metabolicznych zwigzkédw siarki w patogenezie i przebiegu wielu chordb
cywilizacyjnych pozostaje niewystarczajagco poznana. Niewyjasniona pozostaje réwniez
kwestia czy podwyziszone stezenie Hcy i jej metabolitdbw w ptynach ustrojowych oséb
cierpigcych na poszczegdlne schorzenia jest przyczyng, czy jednak nastepstwem choroby.
Co ciekawe zaobserwowano, ze redukcje niebezpiecznie podwyziszonego stezenia Hcy
w organizmie cztowieka mozna uzyskac¢ stosujgc odpowiednio zbilansowang diete oraz
suplementacje witaminami z grupy B, ktére sg niezbedne w procesach biochemicznych
przemian Hcy, czyli witaming B, Bs oraz B12 [21-25]. Jednakze rola tych witamin w obnizaniu
poziomu Hcy réwniez nie zostata jednoznacznie okreslona. Stad prowadzenie dalszych
whnikliwych badan zmierzajgcych do wyjasnienia tych kwestii jest celowe, takze z perspektywy
profilaktyki chordéb cywilizacyjnych, ktére stanowig plage XXI wieku.

proces remetylacji Metionina

Z pozywienia

' proces demetylacji

MS, MTHFR
Witaminy B,,i B ' MAT TCA Aldehyd mrowkowy
12 9
Betaina l ﬁ'“
. Tiolakton
Homocysteina -
homocysteiny
proces transsulfuracji ' N-homocysteinylowane biatka

Ne-homocysteinylo-lizyna

CBS, CTS ' Witamina B,

l HPPTCA

Glutation
Cysteinylo-glicyna

Rysunek 1. Uproszczony  schemat szlaku przemian  metabolicznych  wybranych
matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki, poglagdowo obrazujgcy relacje pomiedzy analitami.
Objasnienia: BHMT, metylotransferaza betaina - homocysteina; CBS, B-syntaza cystationiny;
CTS, y-liaza cystationinowa; HPPTCA, kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-
pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy;  MAT, adenozylotransferaza  metioninowa;
MRS, syntetaza metionylo-tRNA; MS, syntaza metioninowa; MTHFR, reduktaza
metylenotetrahydrofolianowa; TCA, kwas 1,3-tiazinano-4-karboksylowy. Zrédfo: opracowanie
wiasne na podstawie [1,4].
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Choroby cywilizacyjne, cho¢ sg niezakazne, rozprzestrzeniajg sie globalnie i niestety
dotyczg coraz mtodszej populacji. Obecnie do tej grupy schorzen zalicza sie miedzy innymi
choroby uktadu krazenia [10,12,17], metaboliczne [13] czy nowotworowe [10,11,15],
w ktoérych przebiegu stwierdza sie odbiegajgce od normy stezenie Hcy i jej metabolitéw
w ptynach ustrojowych. Choroby te stanowig zarazem jedne z najczestszych przyczyn zgondéw
na $wiecie, zgodnie z danymi Swiatowe] Organizacji Zdrowia, co wyraznie wskazuje
na konieczno$¢ poszukiwania szybkich (tanich) i bezpiecznych dla pacjenta metod ich wczesnej
diagnostyki. Obecnie podejmowane na $wiecie w tym kierunku dziatania dotyczg zaréwno
poszukiwania specyficznych wskaznikdw rozwoju wspomnianych schorzen, jak i dostarczania
efektywnych narzedzi analitycznych, ktére docelowo majg utatwia¢ prowadzenie badan
przesiewowych w duzych populacjach. Powszechnie wiadomo, ze w przypadku wielu choréb
ogromng, jesli nie najwieksza, role w zapobieganiu ich rozwojowi i wczesnym wykrywaniu
przypisuje sie profilaktyce, ktérej jednym z waznych elementdw sg badania przesiewowe.
W tym kontekscie wazine, aby stosowane metody zachecaty pacjentéw do poddania sie
procedurom medycznym. W mojej opinii, jednym ze skutecznych sposobdéw osiggniecia tego
celu jest poprawa dostepnosci do badan laboratoryjnych poprzez obnizenie zwigzanych z nimi
kosztéw, dzieki stosowaniu efektywnych rozwigzah metodycznych. Ponadto nie bez znaczenia
jest wykorzystanie do badan materiatu biologicznego, ktoéry jest pobierany w nieinwazyjny
i szybki sposéb, niepowodujgcy dyskomfortu u pacjenta. Takie kryterium spetnia $lina. Zgodnie
z wynikami ankiet, jej powszechne wykorzystanie do celéw diagnostyki laboratoryjnej
zachecitoby znacznga grupe oséb do regularnego poddawania sie badaniom [26].

Uwzgledniajgc aktualne trendy w bioanalityce, w nauce i zyciu, gtdbwnym celem
podjetych przeze mnie prac badawczych stato sie opracowanie, a nastepnie kompleksowa
walidacja efektywnych narzedzi analitycznych i wykazanie mozliwosci ich zastosowania
w analizie prébek biologicznych o duzym znaczeniu w diagnostyce laboratoryjnej, w celu
oznaczenia wybranych matoczasteczkowych zwigzkdéw siarki (Rysunek 2). W obszarze mojego
szczegblnego zainteresowania znalazty sie zagadnienia zwigzane z:

. problematyka oznaczania biologicznie waznych zwigzkdéw siarki (HTL, N-Hcy, Cys, Hcy,
Met, Glu, Cys-Gly) w prébkach moczu, osocza i $liny metodami, opartymi na technikach
chromatograficznych [27-29][H1-H9], w szczegdlnosci zas technice chromatografii
gazowej (GC) [27][H2-H5];

° mozliwosciami wykorzystania $liny w badaniach nakierowanych na poznanie roli Hcy
i powigzanych z nig w szlaku przemian metabolicznych matoczgsteczkowych zwigzkéw
siarki (HTL, Cys, Met), w rozwoju chordb cywilizacyjnych [28,29][H1,H3,H4,H6];

° poszukiwaniem nowych metabolitdw w szlaku transsulfuracji Hcy, ktére mogtyby petnic
role markerdw choréb, w szczegélnosci nierozpoznanych produktéw interakcji Hey, HTL
i Cys z naturalnie wystepujgcymi w organizmie cztowieka aldehydami, takimi jak aldehyd
mréwkowy oraz fosforan 5 -pirydoksalu (PLP, witamina Bg) [H2,H5,H7].
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Na podstawie dokonanego przeze mnie przeglagdu literatury naukowej stwierdzitam,
Ze nie przeprowadzono istotnych badan w tym zakresie.

0 ) )
U e ||
H,C \/Y\OH \/Y\OH HS/Y\OH
NH, NH, NH,

Met Hcy Cys
HS OH NH,
\ |0| j\/ |0| K/ \)\/
NH SH
~ NH ~
o NH I ~ on 0~ | |
NH, o 0
Glu Cys-Gly
A\
o OH ) OH
NS o
s NH ||
HN HO  on S NH,
k HO /P<
s ™~ 07Ny
~
H,C N
TCA HPPTCA HTL

Rysunek 2. Pogladowe struktury chemiczne wybranych zwigzkéw siarki o matej masie
czgsteczkowej stanowigcych obiekty badan. Objasnienia: Cys, cysteina; Cys-Gly,
cysteinylo-glicyna; Glu, glutation; Hcy, homocysteina; HTL, tiolakton homocysteiny;
HPPTCA, kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-
karboksylowy; Met, metionina; TCA, kwas 1,3-tiazinano-4-karboksylowy.

Na potrzeby realizacji zamierzonych celéw badawczych wykorzystatam szerokie
spektrum technik pomiarowych, w tym spektroskopie absorpcyjng w nadfiolecie i obszarze
widzialnym (UV-Vis), technike GC sprzezong ze spektrometrem mas wyposazonym
w analizator mas typu pojedynczy kwadrupol (MS), elektroforeze kapilarng (CE) w potaczeniu
z detektorem spektrofotometrycznym (UV) oraz technike chromatografii cieczowej (HPLC)
sprzezong z detektorem UV, fluorescencyjnym (FLD) i tandemowym spektrometrem mas
z analizatorem mas typu potrdéjny kwadrupol (MS/MS). Charakter prowadzonych badan
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wymagat ode mnie nie tylko zaprojektowania oryginalnych procedur przygotowania prébek
do analizy, uwzgledniajacych specyfike poszczegdlnych technik pomiarowych, ale réwniez
dobrania warunkéw pomiarowych i wykazania uzytecznosci opracowanych metod. Stad kazda
z opracowanych metod poddatam procesowi walidacji zgodnie z wytycznymi Amerykanskiej
Agencji do spraw Zywnosci i Lekéw (FDA) [30]. Ze wzgledu na fakt wykorzystania w badaniach
materiatu biologicznego pochodzenia ludzkiego (krew, mocz, slina), wszystkie czynnosci
prowadzitam po uprzednim uzyskaniu pozytywnej opinii Komisji do spraw etyki badan
naukowych Uniwersytetu tdédzkiego. W kolejnych podrozdziatach przedtozonego
opracowania opisatam uzyskane przeze mnie, najwazniejsze rezultaty prac badawczych
i wynikajgce z nich wnioski.

4.3.2.Technika chromatografii gazowej jako narzedzie do monitorowania poziomu wybranych
matoczgsteczkowych zwigzkdw siarki w materiale biologicznym

Matoczgsteczkowe zwigzki siarki, stanowigce przedmiot tego opracowania, zwyczajowo
oznaczane sg w probkach krwi (osocze, surowica) i moczu na potrzeby prowadzenia badan
dotyczacych monitorowania ich przemian metabolicznych oraz roli w organizmie cztowieka
[28,29,31-36][H6]. Wyniki przegladu specjalistycznej literatury jednoznacznie wskazujg,
ze w analityce wspomnianych ptyndéw ustrojowych gtéwng role odgrywajg metody oparte na
technikach rozdzielania w fazie ciektej, takich jak HPLC i CE, sprzezonych z réznymi rodzajami
detektoréw [28,29,31-36][H1,H6]. Niewatpliwie, technika GC-MS nie stanowi narzedzia
analitycznego pierwszego wyboru do celéw analityki hydrofilowych zwigzkéw siarki, w tym
HTL, Cys, Hcy i Met. Dzieje sie tak przede wszystkim ze wzgledu na ich matg mase
czgsteczkowaq, niestabilno$é termiczng, niskg lotno$é oraz polarny charakter czgsteczek.
W rzeczywistosci opracowano jedng metode oznaczania HTL w osoczu [37] oraz kilka innych
metod wykorzystujgcych technike GC do oznaczania Hcy, Cys i Met w prébkach moczu czy
osocza [38-46]. Co wazne 1z perspektywy zakresu zaplanowanych przeze mnie
eksperymentéw, nigdy wczesniej nie przeprowadzono badan dotyczacych mozliwosci jej
wykorzystania do monitorowania poziomu HTL w prébkach biologicznych, w tym slinie [H6].
Ponadto na podstawie dokonanego przeze mnie przegladu literatury stwierdzitam,
ze nie podjeto rowniez préb zastosowania tej techniki pomiarowej w analityce sliny pod katem
oznaczania Hcy, Cys, Met i HTL [H1]. Fakt ten byt dla mnie zaskakujacy, gdyz materiatowi temu
poswieca sie obecnie duzo uwagi jako alternatywnemu w stosunku do moczu i osocza
[47-53][H1]. Wszystkie te przestanki sktonity mnie do przeprowadzenia badan nakierowanych
na okreslenie potencjatu techniki GC-MS w nakreslonym powyzej obszarze.

W efekcie podjetych w tym zakresie dziatarh opracowatam nowe, bazujgce na technice
GC-MS, i jak dotad jedyne metody oznaczania HTL w prébkach moczu i $liny [27][H3] oraz
jednoczesnego oznaczania Hcy, Cys, Met i HTL w prébkach sliny [H4]. Dostarczytam réwniez
narzedzia analityczne do oznaczania w ptynach ustrojowych cztowieka nierozpoznanych
dotychczas produktow interakcji Hey i jej metabolitéw (HTL, Cys) z aldehydem mréwkowym
i PLP [H2,H5]. Co istotne, opracowane przeze mnie i bazujgce na technice GC-MS metody
oznaczania HTL w $linie [H3], kwasu 1,3-tiazinano-4-karboksylowego (TCA) [H5] w moczu
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i kwasu 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-
karboksylowego (HPPTCA) [H2] w osoczu, okazaty sie uzytecznymi podczas monitorowania
zawartos$ci wspomnianych zwigzkéw w prébkach biologicznych. Oméwieniu tych kwestii
poswiecitam podrozdziat 4.3.3. oraz podrozdziat 4.3.4. niniejszego opracowania.

Specyfika prowadzonych prac badawczych wymagata wykorzystania odpowiednich
wzorcow analitycznych. Substancja wzorcowa HPPTCA, w odrdznieniu od pozostatych
analitow, nie byta jednak dostepna komercyjnie. Dlatego tez jednym z istotnych etapéw prac
badawczych bytfa jego synteza. W tym zakresie podjetam wspétprace z dr hab. n. farm. Iwong
Gtowacka, prof. uczelni z Uniwersytetu Medycznego w todzi, ktéra przeprowadzita
wspomniang synteze, co z kolei umozliwito dokonanie charakterystyki spektroskopowej
HPPTCA z wykorzystaniem technik spektroskopii absorpcyjnej UV-Vis, spektroskopii
magnetycznego rezonansu jgdrowego (*H NMR, 3C NMR, 3P NMR) oraz MS/MS (Materiaty
uzupetniajgce [H2]). Wykazatam ponadto, ze HPPTCA w postaci jasnozottego proszku,
przechowywany w temperaturze -80°C w pojemniku ze szczelnym zamknieciem, bez dostepu
Swiattfa i wilgoci jest trwaty przez co najmniej 5 miesiecy [H2].

W dalszej kolejnosci, dobratam istotne parametry opracowywanych narzedzi
chromatograficznych. W trakcie ich projektowania i opracowywania szczegdlng uwage
poswiecitam doborowi warunkéw prowadzenia proceséw na etapie przygotowania probek do
analizy, ktéry stanowi jeden z najwazniejszych i zarazem najtrudniejszych etapéw procedury
analitycznej. Uzyskanie miarodajnego wyniku analizy w znacznym stopniu uzaleznione jest od
prawidtowego pobrania i przygotowania materiatu do badain. W badaniach zastosowatam
typowe podejscie w zakresie sposobu przygotowania prébek osocza [H2], moczu [27][H3,H5]
i $liny [H3,H4] do analizy technikg GC-MS, ktdre zaprojektowatam uwzgledniajgc specyfike
techniki pomiarowej, wtasciwosci fizykochemiczne analitdw oraz rodzaj analizowanego
materiatu biologicznego. Zaproponowane przeze mnie oryginalne procedury przygotowania
prébek do analizy uwzgledniajg przede wszystkim koniecznos¢ ich odbiatczenia, wzbogacenia
analitu oraz jego konwersji w lotng pochodng (Rysunek 3). Dodatkowo w przypadku metody
oznaczania HTL i Met obok Cys i Hcy [H4], prébki sliny poddatam dziataniu czynnika
redukujgcego wigzania disiarczkowe - tris(2-karboksyetylo)fosfing (TCEP). W celu usuniecia
biatek ze $liny i osocza, prébki poddatam procesowi ultrafiltracji [H2] badZ dziataniu
rozpuszczalnika organicznego - acetonitrylu [H4]. Z kolei zastosowanie techniki ekstrakcji
ciecz-ciecz (LLE) na etapie przygotowania probek moczu i sliny, umozliwito mi selektywng
izolacje analitu [27][H3,H5], jak réwniez jednoczesne ich odbiatczenie [H3]. W rzeczywistosci
kazda z opracowanych procedur przygotowania prébek biologicznych, w tym takze moczu,
uwzglednia potrzebe ich odbiatczenia przed wprowadzeniem do uktadu GC ze wzgledu na
potencjalng mozliwos¢ wystgpienia biatek w tej matrycy [54,55]. Co warte podkreslenia,
sekwencja czynnosci, ktorym poddatam probki biologiczne w trakcie ich przygotowania do
analizy GC-MS, byta S$cisle uzalezniona od rodzaju zastosowanego odczynnika
derywatyzujgcego.
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a) [H2]

Odbiatczanie (ultrafiltracja) Modyfikacja chemiczna

DODAJ
100 pl MSTFA-TMCS
w Pyr (1:1, v:v)
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DODAJ
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10 min, 25°C
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b) [H3]

Oczyszczanie probki (ekstrakcja) Modyfikacja chemiczna

DODAIJ ! DODAJ
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c) [H4]

Redukcja wigzan disiarczkowych / Odbiatczanie Modyfikacja chemiczna

DODAIJ
60 pl MSTFA-TMCS
w Pyr (1:1, v:v)
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DODAJ
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100 pl octan etylu xg,
50 pl mocz ” H Y 1 min, 25°C

Pobranie prébki Oczyszczanie prébki Analiza GC-MS
(ekstrakcja)

Rysunek 3. Schemat postepowania w trakcie przygotowania probek biologicznych do analizy
chromatograficznej technikg GC-MS na zawarto$¢ a) HPPTCA [H2], b) HTL [H3], c) HTL, Cys,
Met i Hcy [H4] oraz d) TCA [H5]. Objasnienia: ACN, acetonitryl; GC-MS, chromatografia gazowa
sprzezona ze spektrometrig mas; IBCF, chloromréwczan izobutylu; MeOH, metanol; MSTFA,
N-metylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid; PB, bufor fosforanowy; Pyr, pirydyna; TCEP,
tris(2-karboksyetylo)fosfina; TMCS, trimetylochlorosilan; Tris-HCI, bufor chlorowodorek
tris(hydroksymetylo)aminometanu. Zrédfo: opracowanie wtasne na podstawie [H2-H5].
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Jak wczesdniej wspomniatam, jednym z niezbednych etapdéw procedury przygotowania
prébek biologicznych do analizy technikg GC-MS na zawartos¢ HTL, Cys, Hcy, Met, HPPTCA
i TCA [27][H2-H5], okazata sie derywatyzacja chemiczna. Zabieg ten zastosowatam w celu
przezwyciezenia trudnosci w ich oznaczeniu technika GC, wynikajgcych z braku zgodnosci
wtasciwosci fizykochemicznych analitéw z wymaganiami stosowane] techniki pomiarowe;.
W badaniach wykorzystatam komercyjnie dostepne odczynniki derywatyzujgce, takie jak
N-metylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid (MSTFA) i chloromréwczan izobutylu (IBCF),
o obszernie udokumentowanej przydatnosci w metodach bazujgcych na technice GC [56—-60].
Na podstawie analizy danych literaturowych stwierdzitam, ze MSTFA byt juz wczesniej
stosowany w celu przeprowadzenia w lotne i stabilne termicznie pochodne Cys, Hcy i Met
[61-63]. Z kolei w przypadku HTL [27][H3,H4], TCA [H5] i HPPTCA [H2], MSTFA [H2-H4]
i IBCF [27][H5] zostaly przeze mnie po raz pierwszy wykorzystane do ich konwersji
w pochodne. Stad niezwykle istotnym etapem prowadzonych przeze mnie prac byto
okreslenie warunkéw prowadzenia reakcji (Tabela 2). Ponadto na podstawie analizy
zarejestrowanych w realnym czasie analizy chromatograficznej widm masowych dokonatam
identyfikacji struktur produktow poszczegdlnych reakcji derywatyzacji [27][H2-H5] (Rysunek 1
[27], Rysunek 4b [H2], Rysunek 2 [H3], Rysunek 1b [H5]), jak réwniez generowanych w MS
jondéw fragmentacyjnych (Rysunek 6b [H5]).

Tabela 2. Zestawienie podstawowych informacji na temat warunkéw prowadzenia reakcji
derywatyzacji chemicznej wybranych matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki, oznaczanych
technikg GC-MS. Zrédfo: opracowanie wtasne na podstawie [H2-H5].

Parametr Odczynnik derywatyzujacy
MSTFA [H2-H4] IBCF [H5]
Analit HTL, Cys, Hcy, Met, HPPTCA TCA
Czas reakcji [min] 5-100 5
Temperatura [°C] 25-50 25
Srodowisko reakcji bezwodne (Pyr) wodne (Tris-HCI)
Katalizator tak (TMCS) tak (Pyr)
Trwatos¢ prébki w 25°C [min] 120- 180 5

Objasnienia: Cys, cysteina; Hcy, homocysteina; HPPTCA, kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-
pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-karboksylowy; HTL, tiolakton homocysteiny; IBCF, chloromréwczan izobutylu; Met,
metionina; MSTFA, N-metylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid; Pyr, pirydyna; TCA, kwas 1,3-tiazinano-4-
karboksylowy; TMCS, trimetylochlorosilan; Tris-HCI, bufor chlorowodorek tris(hydroksymetylo)aminometanu.

Wybér warunkow rozdzielania chromatograficznego i detekcji stanowit drugi, obok
pobrania i przygotowania probki do analizy, istotny etap procedury analitycznej warunkujgcy
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miarodajnos¢ uzyskiwanych wynikdw. Dokonatam doboru wartosci charakterystycznych
parametrow dla techniki GC-MS. W efekcie przeprowadzonych w tym zakresie
eksperymentéw, po wnikliwym przeanalizowaniu wptywu poszczegdlnych czynnikéw na
koicowy efekt rozdzielenia sktadnikdw analizowanych prébek oraz jakosé rejestrowanych
sygnatéw analitycznych, w kazdym omawianym przypadku ustalifam warunki pomiarowe.
Zarejestrowane chromatogramy cechowaty sie obecnos$cia dobrze rozdzielonych pikéw,
a widoczne dodatkowe sygnaty odpowiadajgce niezidentyfikowanym substancjom nie
utrudniaty w istotny sposéb identyfikacji jakosciowej pikéw generowanych przez oznaczane
pochodne sililowe [H2-H4] i izobutylowe [H5] analitéw oraz nie wptywaty niekorzystnie na
kornicowy wynik analizy (Rysunek 7 [H2], Rysunek 4 [H3], Rysunek 7 [H4], Rysunek 5 [H5]).

Ostatecznie zastosowane przeze mnie rozwigzania metodyczne umozliwity dostarczenie
oryginalnych narzedzi analitycznych o udokumentowanej uzytecznosci do monitorowania
zawartosci HTL [27][H3,H4] obok Hcy, Cys i Met [H4], jak rowniez TCA [H5] i HPPTCA [H2]
w ptynach ustrojowych cztowieka (Tabela 3). W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw
dostarczytam informacji na temat kluczowych etapdw postepowania analitycznego w celu
oznaczenia HTL, TCA i HPPTCA w prdbkach biologicznych technikg GC-MS [27][H2-H5].
Co wiecej, wnikliwa analiza otrzymywanych rezultatéw umozliwita poczynienie waznych
z praktycznego punktu widzenia obserwacji.

° Polarna czasteczka HPPTCA oddziatuje z powierzchnig biatek osocza, co utrudnia jej
ekstrakcje. Aby zwiekszy¢ odzysk HPPTCA z prébki nalezy poddac¢ jg dziataniu
rozpuszczalnika organicznego w celu zaburzenia struktury powtoki hydratacyjnej biatek,
zasadniczo przed poddaniem jej procesowi odbiatczania na drodze ultrafiltracji [H2].

. Przeprowadzenie procesu redukcji wigzan disiarczkowych w warunkach
denaturujgcych [H4], umozliwia uproszczenie procedury analitycznej i zwiekszenie
odzysku Met, Hcy, Cys i HTL z prébki. Niekowalencyjnie zwigzane z biatkami osocza
matoczgsteczkowe zwigzki siarki sg bowiem efektywniej ekstrahowane z powierzchni
biatek zdenaturowanych [H1].

° Proces derywatyzacji mieszaning MSTFA z trimetylochlorosilanem (TMCS) nie musi by¢
prowadzony w obecnosci pirydyny (Pyr) [H4]. W trakcie badan wykazatam, ze sililowe
pochodne Met, Hcy, Cys i HTL tworzg sie w przypadku traktowania prébki mieszaning
MSTFA-TMCS. Jednak zastgpienie mieszaniny MSTFA-TMCS w Pyr, mieszaning
MSTFA-TMCS skutkowato nawet 45% spadkiem intensywnosci rejestrowanych sygnatow
analitycznych i utratg powtarzalnosci wynikdw pomiardow.

° Odbiatczanie prébek biologicznych poprzez dodatek kwasu chlorowego(VIl) (PCA)
badz kwasu trichlorooctowego, a w konsekwencji ich obecnosé¢ w prébce poddawane;j
nastepnie derywatyzacji z wykorzystaniem mieszaniny MSTFA-TMCS w Pyr,
niekorzystnie wptywa na reaktywnos¢ odczynnika derywatyzujacego wzgledem
HPPTCA, HTL, Met, Cys i Hcy, co skutkuje spadkiem czutosci stezeniowej metod [H2,H4].

19



Zatqcznik 3 do wniosku w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego dr Justynie Piechockiej (z d. Stachniuk)

° Efektywnos¢ procesu tworzenia sie sililowych pochodnych HTL i HPPTCA, w przypadku
dziatania na prébke mieszaning MSTFA-TMCS w Pyr (1:1, v:v), nie zalezy od temperatury
w zakresie od 25°C do 50°C [H2]/60°C [H4] (Tabela 2).

° Sililowe pochodne HTL, Met, Hcy, Cys (Rysunek 3a [H3], Rysunek 5b [H4]) i HPPTCA
(Rysunek 5a [H2]), jak réwniez izobutylowg pochodng TCA (Rysunek 3b [H5]) i HTL
(Rysunek 2a [27]) cechuje mata trwatos¢ w warunkach prowadzenia eksperymentu
(Tabela 2). W celu uzyskania miarodajnych wynikéw pomiaréw konieczne jest
przygotowanie prébek bezposrednio przed ich analizg, jak rowniez przestrzeganie
rezimu czasowego. Niewatpliwie utrudnia to wykorzystanie omawianych metod
[27][H2-H5] do badan populacyjnych.

4.3.3.Poszukiwanie nowych produktéw przemian metabolicznych - tiazynowe i tiazolidynowe
pochodne aminokwaséw siarkowych

Od wielu lat prowadzone sg badania nakierowane na poszukiwanie przyczyn rozwoju choréb
cywilizacyjnych, w tym schorzen, w ktérych przebiegu stwierdza sie zaburzenia szlakéw
przemian metabolicznych zwigzkéw siarki [6,9-19]. Waznych aspektem tych badan jest
poszukiwanie i identyfikowanie produktow reakcji metabolicznych powstatych w wyniku
przemian fizjologicznych lub patologicznych. Celem takiego podejscia jest poszerzenie
aktualnej wiedzy na temat zachodzacych w organizmie cztowieka proceséw oraz identyfikacja
czynnikdéw wptywajgcych na ich przebieg. Stagd prowadzenie badan w tym zakresie moze
pomac w lepszym zrozumieniu mechanizmow powstawania chordb, jak rowniez poszukiwaniu
zwigzkow, ktére mogtyby petnic role specyficznych wskaznikdéw ich rozwoju.

Grupa zwigzkdéw, ktéore zwrécity mojg uwage w tym kontekscie byty kwasy
1,3-tiazinano-4-karboksylowe oraz 1,3-tiazolidyno-4-karboksylowe powstajgce w reakgcji
Hcy/HTL oraz Cys z endogennymi aldehydami, takimi jak aldehyd mréowkowy [H5] oraz PLP
[H2,H7]. Poza PLP, ktory stanowi wazny niebiatkowy sktadnik enzymdw katalizujgcych proces
transsulfuracji Hey [64,65], zwigzki te sq produktami szlaku przemian metabolicznych Met
w organizmach zywych [1-7,66,67] (Rysunek 1). Jednoczesnie znana jest toksycznos$¢ Hcy,
HTL, Cys oraz aldehydu mréowkowego. Przeprowadzone badania klinicznie jednoznacznie
wykazaty, ze ich podwyzszony poziom towarzyszy rozwojowi licznych choréb cywilizacyjnych
[6,9-14,17,19,66,68], a obnizenie niebezpiecznie podwyziszonego stezenia w organizmie
cztowieka mozna uzyskaé stosujgc odpowiednio zbilansowang diete oraz suplementacje
witaminami z grupy B [21-25]. Na podstawie przegladu literatury stwierdzitam, ze mozliwa
jest reakcja Hey i HTL z aldehydem mréwkowym [69—71] oraz Cys z PLP [72—78], w warunkach
imitujgcych fizjologiczne (in vitro), prowadzaca do utworzenia odpowiednio TCA i HPPTCA.
Zasadnym byto wiec postawienie hipotezy, ze tworzenie sie TCA czy HPPTCA stanowi jedna
z drég eliminacji/neutralizacji toksycznych Hcy, HTL, Cys i aldehydu mréwkowego. Z drugiej
zas strony generowanie takich pochodnych moze stanowi¢ potencjalng przyczyne niedoboru
witaminy Be [64,65]. Z perspektywy zakresu zaplanowanych przeze mnie eksperymentéw
istotnym byt fakt, ze nigdy wczesniej nie przeprowadzono badan nakierowanych na
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potwierdzenie badZz wykluczenie obecnosci HPPTCA i TCA w organizmie cztowieka,
pomimo ze substraty potrzebne do ich syntezy in vivo, czyli Hey, HTL, Cys, PLP i aldehyd
mrowkowy naturalnie w nim wystepuja [4,28,29,31,33,36,66,67,79][H1,H6]. Postanowitam
zweryfikowac te hipoteze badawczg. Zatozytam, ze metody chromatograficzne doskonale
nadajg sie do realizacji tego celu. Dodatkowo, bazujgc na wczesniej zdobytym doswiadczeniu
[27][H3,H4], postanowitam w pierwszej kolejnos$ci wykorzystaé technike GC-MS.

W efekcie podjetych w tym zakresie dziatarh opracowatam dwie nowe i jak dotad jedyne
metody oznaczania HPPTCA w osoczu [H2] i TCA w moczu cztowieka [H5], wykorzystujace
technike GC-MS. Praktyczne aspekty tych metod oméwitam w podrozdziale 4.3.2.
Ponadto wykazatam, ze chromatograficzna metoda oznaczania Hcy, Cys, Glu i Cys-Gly
w osoczu technikg HPLC-UV [80,81] moze zosta¢ adaptowana na potrzeby oznaczania HPPTCA
[H7]. W metodzie tej prébka osocza poddawana jest dziataniu odczynnika redukujgcego
wigzania  disiarczckowe  (TCEP), odczynnika  derywatyzujgcego - tetrafluoroboranu
2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT) oraz czynnika denaturujgcego biatka (PCA),
a otrzymany po wirowaniu prébki roztwér znad osadu (supernatant) poddawany jest analizie
HPLC-UV (Rysunek 4). W omawianym przypadku modyfikacja procedury analitycznej dotyczyta
czasu trwania i warunkéw prowadzenia reakcji derywatyzacji. W trakcie badan wykazatam,
ze reakcja skutkujgca powstaniem 2-S-chinoliniowej pochodnej HPPTCA-CMQT wymaga jej
prowadzenia przez 5 godzin, od momentu zmieszania wszystkich reagentéw, w warunkach
redukujgco-denaturujgcych. Zaobserwowatam, ze pochodna HPPTCA-CMQT wykazuje
absorpcje promieniowania elektromagnetycznego w zakresie swiatta UV (Rysunek 1 [H7]) oraz
cechuje jg wysoka trwatos¢, co stwarza mozliwos$é przygotowania serii pomiarowych o duzej
liczebnosci préb bez koniecznosci przestrzegania rezimu czasowego. Wykazatam, ze uzyskanie
miarodajnych wynikéw pomiardw jest mozliwe przez co najmniej 48 godzin od momentu
przygotowania prébek do analizy (Rysunek 3 [H7]), w przypadku ich przechowywania
w temperaturze 25°C. Jest to niezwykle istotne z perspektywy mozliwosci wykorzystania
metody [H7] do badan populacyjnych.

Redukcja wigzan disiarczkowych

DODAJ
50 pl 0,2 mol/IPB 7,4
5 pl 0,25 mol/l TCEP,

POBIERZ
supernatant

DODAIJ

10 pl 3 mol/I PCA
10 pl 0,1 mol/l CMQT
300 min, 25°C

12000 x g,
10 min, 4°C

50 pl osocze

Pobranie prébki Modyfikacja chemiczna / Odbiatczanie Analiza HPLC-UV

Rysunek 4. Schemat postepowania w trakcie przygotowania prébki osocza do analizy
chromatograficznej technika HPLC-UV na zawartos¢ HPPTCA. Objasnienia: CMQT,
tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy; PB, bufor fosforanowy; PCA, kwas
chlorowy(VIl);  HPLC-UV, chromatografia  cieczcowa sprzezona z  detektorem
spektrofotometrycznym; TCEP, tris(2-karboksyetylo)fosfina. Zrddto: opracowanie wiasne na
podstawie [H7].
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Podazajgc za wspdétczesnymi trendami w analityce chemicznej, metody oznaczania
HPPTCA w osoczu [H2,H7] poddatam ocenie w kontekécie negatywnego wptywu na
srodowisko. W tym celu wykorzystatam komercyjnie dostepne narzedzie AGREE (Analytical
Greenness calculator), opracowane przez zespot naukowcédw z Politechniki Gdanskiej [82—-84],
ktére umozliwia przeprowadzenia obliczen niezbednych do poréwnania i oszacowywania
uciazliwosci srodowiskowej metodyk analitycznych, w oparciu o koncepcje zielonej chemii
i dwanascie jej zasad. Co ciekawe, uzyskany wynik byt poréwnywalny w przypadku obu metod,
pomimo zastosowania odmiennych rozwigzan metodycznych. Analiza uzyskanych
piktograméw umozliwita mi okreslenie zalet i ograniczen dostarczonych narzedzi
(Rysunek 4 [H7]).

Podsumowujac, zastosowane rozwigzania umozliwity mi dostarczenie oryginalnych
narzedzi analitycznych do monitorowania zawartos$ci TCA [H5] i HPPTCA [H2,H7] w prébkach
moczu i osocza cztowieka. Nowatorski charakter przeprowadzonych przeze mnie badan
dotyczyt ich praktycznego wykorzystania, podobnie jak innych opracowanych z moim
udziatem metod [78,85], w analityce prébek ptynéw ustrojowych cztowieka. Dzieki temu
mozliwe stato sie poczynienie szeregu waznych ustalen.

° Wykazatam, ze TCA [H5] stanowi sktadnik moczu. Analizie poddatam prébki moczu
pozyskane od 15 pozornie zdrowych osdb, w ktérych stwierdzitam obecnos¢ TCA [H5].
Jego zawartos¢ miescita sie w zakresie od 0,18 pmol/l do 6,92 umol/I (Tabela 3).

. Potwierdzitam, ze HPPTCA obok Hcy, Cys, Glu, Cys-Glyi PLP [28,29,31,33,36,79] stanowi
sktadnik osocza [H2,H7]. Jego zawartos¢ w prébkach osocza pozyskanych
od 31 pacjentéw miescita sie w zakresie od 18,86 umol/l do 65,60 pmol/I (Tabela 3).

° Zbadatam relacje stezeniowg pomiedzy zawartoscia HPPTCA i Cys w osoczu [H7].
W ramach badan analizie poddatam prébki osocza, dostarczone do laboratorium przez
18 pozornie zdrowych pacjentéw, w ktérych okreslitam zawartos¢ analitéw.
Na podstawie uzyskanych wynikéw, stwierdzitam istnienie pozytywnej korelacji
pomiedzy zawartoscig HPPTCA i Cys (wartos$¢ wspodtczynnika korelacji réwna 0,6317).

. Wykazatam, ze HPPTCA powstaje w warunkach in vivo [H2,H7]. Analizie poddatam
probki osocza pobrane od 5 pozornie zdrowych o0sdb przed i po spozyciu komercyjnie
dostepnej witaminy Bs w formie chlorowodorku pirydoksyny. Na podstawie uzyskanych
wynikéw stwierdzitam, ze HPPTCA jest obecny w prdbkach osocza, a jego stezenie
wzrasta po suplementacji witaming B¢ (Rysunek 7c [H2], Rysunek 5b [H7]).

. Okreslitam trwatosci HPPTCA w prébkach osocza [H2] uzalezniong od czynnikdw, takich
jak pH probki, temperatura, czas i warunki jej przechowywania. Wykazatam, ze HPPTCA
w probkach osocza jest nietrwaty i rozktada sie niezaleznie od warunkdéw ich
przechowywania, czego skutkiem jest odtworzenie Cys i PLP (Rysunek 6 [H2])[77].
Jednoczesnie zaobserwowatam, ze pH prébki mieszczgce sie w zakresie od 4,0 do 8,0 ma
wptyw na szybkos$é procesu rozktadu HPPTCA, gdyz postepowat on szybciej w roztworze
0 odczynie zasadowym niz kwasowym. Wykazatam, ze zawartos¢ HPPTCA w prébkach
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osocza przechowywanych w temperaturze 25°C spada nawet o 40% w ciggu 4 godzin
od momentu ich pobrania do czasu poddania analizie (Rysunek 6 [H2]). W celu uzyskania
miarodajnych wynikdw pomiaréw konieczna jest ich analiza niezwtocznie po pobraniu.

Co warte podkreslenia, uzyskane przeze mnie informacje stanowia jedyne ogdélnodostepne
dane literaturowe na temat trwatosci, obecnosci i zawartosci HPPTCA w osoczu [H2,H7] i TCA
w prébkach moczu [H5]. Wyniki badan wstepnych pozwalajg sadzi¢, ze HPPTCA moze stanowic
rezerwuar witaminy Bs w organizmie cztowieka, badz jedng z jej form nieopisanych
w literaturze, ktérej stezenie zalezy od zawartosci Cys i PLP w osoczu. Powyzsze fakty moga
W mojej opinii przyczynic sie do lepszego zrozumienia roli witaminy Bsw organizmie cztowieka.

4.3.4.Chromatograficzne badania $liny pod katem obecnosci niektdérych zwigzkéow siarki,
powigzanych w szlaku przemian metabolicznych metioniny

Analityka krwi i jej pochodnych oraz moczu jest powszechnie uznawana za ,ztoty standard”
w badaniach diagnostycznych. Wspomniane ptyny biologiczne sg réwniez zwyczajowo
wykorzystywane w badaniach dotyczagcych monitorowania przemian metabolicznych
matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki, jak rdwniez podczas badania ich roli w organizmie
cztowieka [28,29,31-36][H6]. Doskonatym przyktadem jest dostepne komercyjnie badanie
laboratoryjne umozliwiajgce oznaczenie Hcy we krwi. W ostatnim czasie mozna jednak
zaobserwowac rosngce zainteresowanie $ling, ktérej wykorzystanie w diagnostyce
laboratoryjnej mogtoby w wielu aspektach stanowic¢ realng alternatywe w stosunku do krwi
i moczu [47-53][H1]. Slina jako materiat diagnostyczny wykazuje wiele zalet w poréwnaniu ze
wspomnianymi ptynami biologicznymi [48,49,52,87][H1]. Przede wszystkim $lina stanowi ptyn
biologiczny o unikatowym skfadzie, ktéry zawiera nie tylko substancje przenikajgce do niej
z krwi przez naczynia krwionosne, oplatajgce gruczoty $linowe, ale réwniez te produkowane
wytgcznie w obrebie S$linianek [47-52]. Jednak wykorzystanie $liny w diagnostyce
laboratoryjnej nie jest powszechnie praktykowane. Dotychczas mozliwosci wykorzystania sliny
jako materiatu alternatywnego w stosunku do moczu i osocza zostaty potwierdzone
w badaniach dotyczacych monitorowania poziomu wybranych lekéw i ich metabolitdw oraz
markerow kilku chordb [47-53]. Ponadto dostepnych jest kilka komercyjnych badan
laboratoryjnych $liny, umozliwiajgcych oznaczenie hormondéw (dehydroepiandosteronu,
estradiolu, progesteronu, testosteronu, kortyzolu, melatoniny) i stwierdzenie/wykluczenie
zakazenia wirusem brodawczaka ludzkiego czy wirusem cytomegalii. llo$¢ dostepnych
informacji na temat mozliwosci wykorzystania $liny w kontekscie oznaczania Hcy
i metabolicznie powigzanych z nig zwigzkéw siarki jest bardzo ograniczona [87][H1].

Dotychczas przeprowadzone badania pozwolity potwierdzi¢ obecnos¢ w prébkach sliny
Hcy i spokrewnionych z nig w szlaku przemian metabolicznych matoczgsteczkowych zwigzkéw
siarki, takich jak Cys, Met, Glu, Cys-Gly i y-glutamylo-cysteina [87][H1]. Jak wcze$niej
wspomniatam, w gtdwnej mierze stato sie to mozliwie dzieki zastosowaniu w jej analityce
metod opartych na technikach rozdzielania w fazie ciektej, takich jak HPLC i CE [H1]. Co wazne
z perspektywy zakresu zaplanowanych przeze mnie eksperymentdow, nigdy wczesniej nie
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przeprowadzono badan dotyczacych obecnosci HTL w slinie, pomimo ze jest on obecny
w moczu i osoczu cztowieka [H6] a wyniki wskazujg czesto na istnienie korelacji stezeniowej
pomiedzy zawarto$cig tych samych analitébw we wspomnianych ptynach biologicznych
[48-50][H1]. Dodatkowo na podstawie dokonanego przegladu literatury stwierdzitam, ze nie
podjeto réwniez préb zastosowania techniki GC-MS w analityce sliny pod katem oznaczania
wspomnianych zwigzkdéw siarki. Fakty te staty sie dla mnie przestankg do przeprowadzenia
badan nakierowanych na okreslenie mozliwosci wykorzystania sliny w oznaczaniu Hcy, Cys,
Met i HTL z zastosowaniem techniki GC-MS.

W efekcie podjetych w tym zakresie dziatar opracowatam dwie nowe, i jak dotad jedyne,
metody oznaczania Hcy i spokrewnionych z nig metabolicznie Cys, Met i HTL w prébkach $liny
[H4] oraz HTL w prébkach moczu i $liny technikg GC-MS [H3]. Analityczne walory tych metod
omowitam w podrozdziale 4.3.2. Nowatorski charakter przeprowadzonych przeze mnie badan
przejawiat sie réwniez w praktycznym wykorzystaniu opracowanych narzedzi w analityce
probek sliny (i moczu). Najwazniejsze osiggniecia i spostrzezenia z tej czesci badan
przedstawitam ponizej.

. Wykazatam, ze HTL stanowi skfadnik sliny obok Hcy, Cys i Met [H3,H4]. W ramach
badann poddatam analizie prébki sliny pozyskane od 18 pozornie zdrowych oséb,
w ktérych stwierdzitam obecnos¢ HTL [H3]. Jego zawartos¢ miescita sie w zakresie od
0,07 umol/l do 0,19 umol/l i byta poréwnywalna ze stezeniem analitu w prébach moczu
(0,08 - 0,27 umol/l) dostarczonych przez tych samych pacjentow (Tabela 3).

. Okreslitam trwatosci HTL w prébkach sliny [H3] uzalezniong od czynnikéw, takich jak
pH probki, temperatura, czas i warunki jej przechowywania. Wykazatam, ze zawartos$é
HTL w prébkach sliny przechowywanych w temperaturze 25°C, 4°Ci -81°C pozostaje na
tym samym poziomie odpowiednio przez 8 godzin, 3 dni i 21 dni od momentu ich
pobrania do czasu poddania analizie (Rysunek 1a,c [H3]). Jednoczesnie dowiodtam,
ze pH probki mieszczgce sie w zakresie od 6,5 do 7,0, nie ma wptywu na szybkos¢
procesu rozktadu HTL. Dodatkowo stwierdzitam, ze proces wielokrotnego zamrazania
i rozmrazania prébek sliny ma istotny wptyw na trwatos¢ analitu. Jego zawartosé
w analizowanych prébach pozostata na statym poziomie do 3 cykli. Co istotne,
potwierdzenie faktu ograniczonej trwatosci analitu uzyskatam poddajgc analizie prébki
Sliny, przechowywane przez 4 lata w temperaturze -81°C, w ktdrych nie wykrytam HTL
[H4]. Jednoczesnie mozliwe byto oznaczenie w tych prébach Hcy, Cys i Met, ktdrych
stezenie w poréwnaniu z tym wyznaczonym w 2016 roku wzrosto o nie wiecej niz 30%.
Mogto to wynikaé z wzbogacenia analitéw wskutek odparowania rozpuszczalnika.
Wyniki te miescity sie w zakresach wartosci referencyjnych [H1].

° Zbadatam relacje stezeniowa pomiedzy zawartoscig HTL w slinie i moczu [H3]. Analizie
poddatam proébki sliny i moczu, dostarczone do laboratorium przez 18 pozornie
zdrowych pacjentow, w ktorych okreslitam zawartos¢ HTL. Dodatkowo w prdbkach
moczu oznaczytam kreatynine. Na podstawie uzyskanych wynikow, nie stwierdzitam
pozytywnej korelacji pomiedzy zawartoscig HTL w $linie i moczu (Rysunek 6a,b [H3]).
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Uzyskane przeze mnie informacje stanowiag jedyne ogdlnodostepne dane literaturowe na
temat obecnosci, trwatosci i zawartosci HTL w prébkach sliny [H3]. Dzieki nim mozliwe stato
sie okreslenie sposobu przechowywania prébek $liny od momentu ich pobrania, ale takze
przygotowania do analizy na zawartos¢ HTL, tak aby mozliwe byto uzyskanie miarodajnych
wynikéw oznaczen. Co wiecej, wyniki badan wstepnych pozwalajg sadzi¢, ze tak jak
w przypadku aminokwaséw tiolowych [H1], rowniez w przypadku HTL mozliwe bedzie
wykorzystanie sliny jako materiatu alternatywnego w stosunku do moczu i osocza
w diagnostyce laboratoryjne;.

4.3.5.Narzedzia do badania roli tiolaktonu homocysteiny i homocysteiny zwigzanej wigzaniem
amidowym z biatkami osocza w rozwoju choréb cywilizacyjnych

Pomimo prowadzonych na swiecie od wielu lat badan, wcigz niedostatecznie wyjasniong
pozostaje kwestia roli Hey i jej metabolitow w patogenezie i przebiegu wielu choréb. Jedna
z hipotez zakfada, ze za szkodliwe dziatanie na organizm cztowieka odpowiada HTL, nie za$
sama Hcy, ktdérej podwyzszone stezenie w osoczu powszechnie uznawane jest za czynnik
ryzyka przedwczesnego rozwoju tych chordb [4-7]. HTL jest cyklicznym tioestrem Hcy
(Rysunek 2), wykazujgcym znaczng reaktywnos¢ w stosunku do biatek osocza, a konkretnie do
grup e-aminowych bocznych taficuchéw Lys tych biatek (Rysunek 5). Obecnie przyjmuje sie,
ze cytotoksyczne dziatanie HTL polega na zaburzeniu (badZz nawet utracie) witasciwosci
strukturalnych i funkcjonalnych biatek wskutek ich N-homocysteinylacji. Proces ten jest
taczony z wystepowaniem choréb uktadu sercowo-naczyniowego (miazdzyca), zaburzeniami
ptodnosci, chorobami metabolicznymi (cukrzyca) czy neurodegeneracyjnymi (choroba
Alzheimera). Potranslacyjnie zmodyfikowane biatka wykazujg bowiem wiekszg sktonno$é do
uszkodzen oksydacyjnych i agregacji niz biatka niemodyfikowane, a ich obecnos¢ powoduje
wzmozone reakcje autoimmunologiczne organizmu [4-7,15,17,88].

SH

NH,
HO

a) b)

Rysunek 5. Poglgdowa struktura a) S-homocysteinylowanego i b) N-homocysteinylowanego
biatka (albuminy ludzkiej). Objasnienia: Cys, cysteina; Lys, lizyna. Zrédto: opracowanie wiasne.
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Co ciekawe, mimo dos¢ duzego zainteresowania naukowcoéw tematyka wptywu HTL na
zaburzenia prawidtowego funkcjonowania organizmu cztowieka i patologii towarzyszacych
procesowi N-homocysteinylacji biatek, wcigz wiedza w tym zakresie jest bardzo ograniczona.
Przyktadem moze by¢ fakt, ze nie okreslono zakreséw wartosci referencyjnych stezenia HTL
czy N-Hcy w materiale biologicznym powszechnie wykorzystywanym w diagnostyce
laboratoryjnej, co moze wynikac¢ z matej dostepnosci metod umozliwiajgcych ich oznaczenie
a tym samym miarodajnych wynikéw pomiaréw. Dotychczas zaproponowano zaledwie kilka
metod umozliwiajgcych oznaczenie HTL [H6] czy N-Hcy [89-92] w prébkach biologicznych
(mocz, osocze), ktére nie sg pozbawione znaczacych ograniczen stanowigcych o ich znikomym
znaczeniu jako narzedzi odpowiednich do badan populacyjnych.

Majac na uwadze powyzisze fakty, podjetam intensywne dziatania, ktérych celem byto
dostarczenie nowych, efektywnych narzedzi dla celdw analityki ptyndw ustrojowych cztowieka
na zawarto$¢ HTL i N-Hcy, ktére charakteryzowatby duzy potencjat aplikacyjny. W efekcie
podjetych w tym zakresie dziatan w pierwszej kolejnosci opracowatam (jak dotad jedyne!)
metody oznaczania HTL w prdébkach sliny [H3,H4] i moczu [27][H3] wykorzystujace technike
GC-MS. Istotne cechy tych metod oméwitam w podrozdziale 4.3.2. oraz 4.3.4. Majac na
uwadze ich ograniczenia, wynikajgce przede wszystkim z koniecznosci przestrzegania
rygorystycznych zasad na etapie przygotowania probek do analizy oraz ich matg trwatos,
kontynuowatam poszukiwania lepszych rozwigzan. Zamierzony cel osiggnetam, czego efektem
byto opracowanie pierwszej metody oznaczania HTL w prébkach moczu technikg HPLC-MS/MS
[H9]. Powodzeniem zakonczyta sie réwniez préba udoskonalenia opracowanej w Katedrze
Chemii Srodowiska metody oznaczania N-Hcy w prébkach osocza [91]. Jej efekty zawartam
w pracy [H8]. W niniejszym podrozdziale przyblize najwazniejsze cechy tych metod [H8,H9].

Metoda oznaczania N-Hcy w prébach osocza technikq HPLC-FLD [H8]

Monitorowanie poziomu N-Hcy w prdbkach biologicznych wigze sie z wieloma problemami.
Jest to jeden z powoddw, dla ktorych zaproponowano jak dotad zaledwie cztery metody
umozliwiajgce oznaczanie tego analitu w prébkach osocza i moczu [89-92], ktére dodatkowo
cechuje znikome znaczenie aplikacyjne. Jednym z gtéwnych ograniczen tych narzedzi jest
konieczno$¢ poddania prébki pracochtonnemu, czasochtonnemu i wieloetapowemu
procesowi jej przygotowania trwajgcemu wiecej niz 8 godzin. Ponadto procesowi towarzyszy
wielokrotne przenoszenie prébki pomiedzy probéwkami, co skutkuje zwiekszeniem ilosci
zuzywanych materiatow jednorazowego uzytku i ryzyka utraty analitu, a w konsekwencji
spadkiem precyzji i doktadnosci oznaczen (Tabela 1 [H8]). Doswiadczenie zespotu Katedry
Chemii Srodowiska w zakresie oznaczania N-Hcy w prébkach osocza [93], pokazato
ze stosowane dotychczas autorskie narzedzie [91] réwniez posiada wspomniane ograniczenia.
Z tego tez powodu jako kolejny cel swojej pracy badawczej wybratam znalezienie bardziej
praktycznych rozwigzan metodycznych, a tym samym zwiekszenie potencjatu aplikacyjnego
metody.
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W badaniach zastosowatam typowe podejscie w zakresie sposobu przygotowania
probek osocza, ktére poddatam analizie chromatograficznej w warunkach opisanych
w literaturze [91]. Zaproponowana przeze mnie metoda oznaczania N-Hcy uwzglednia
potrzebe poddania prébki dziataniu odczynnika redukujgcego wigzania disiarczkowe (TCEP)
oraz czynnika denaturujgcego biatka (PCA), jak rowniez przemycia strgconego biatka (osadu)
roztworem PCA w celu selektywnej izolacji analitu z osocza [29,94]. Wytrgcone biatka
poddawane s3 nastepnie hydrolizie kwasowej, a powstaty w tych warunkach HTL jest
oznaczany technikg HPLC-FLD z wykorzystaniem derywatyzacji z aldehydem orto-ftalowym
(OPA) [H8]. Uwzgledniajgc wszystkie istotne szczegdty dobratam parametry metody na etapie
przygotowania probki do analizy, co ostatecznie przyczynito sie do zwiekszenia jej czutosci
stezeniowej. Z praktycznego punktu widzenia najwazniejsze wydaje sie jednak to,
Ze zastosowane usprawnienia uczynity metode oznaczania N-Hcy w osoczu o wiele bardziej
precyzyjng i dokfadng. Dzieki potgczeniu i czesSciowej automatyzacji etapéw procesu
analitycznego, takich jak redukcja wigzan disiarczkowych i odbiatczanie oraz hydroliza biatek
i wzbogacenie analitu, jak rdwniez prowadzenia go w jednym naczyniu, mozliwe stato sie
ograniczenie czasu przygotowania probki do 4 godzin. Udato sie réwniez znaczaco
zminimalizowac zuzycie odczynnikdéw w przeliczeniu na prdébke (do 0,375 ml) oraz ograniczy¢
zuzycie materiatéw. Co chciatabym podkresli¢ to fakt, ze warunki prowadzenia procesu
dobratam w sposéb zapewniajgcy wysoka trwatos¢ prébek na kazdym z etapdw ich obrobki,
co stwarza mozliwos$¢é przygotowania serii pomiarowych o duzej liczebnosci, bez koniecznosci
przestrzegania rezimu czasowego. W przypadku przechowywania prébek w temperaturze
25°C, uzyskanie miarodajnych wynikdéw pomiaréw jest mozliwe nawet po uptywie 21 dni od
momentu ich przygotowania do analizy. Gtdwne osiggniecia w tym obszarze przedstawitam
ponizej [H8].

° Zastosowanie roztworu czynnika denaturujacego biatka na etapie przemywania
osadu, w miejsce stosowanej dotychczas wody [91]. Umozliwito to zwiekszenie odzysku
analitu poprzez ograniczenie rozpuszczania sie zdenaturowanego biatka w wodnym
roztworze PCA.

° Przeprowadzenie redukcji wigzan disiarczkowych w warunkach denaturujacych,
co przyczynito sie do uproszczenia procedury analitycznej. Dzieki potaczeniu tych
etapdéw zwiekszona zostata wydajnosci procesu usuwania Hcy zwigzanej wigzaniem
disiarczkowym z biatkami osocza (Rysunek 5a) i innych matoczgsteczkowych form Hcy
i HTL z prébki przed poddaniem jej hydrolizie kwasowej. Badania wykazaty, ze TCEP
cechuje sie wiekszg skutecznoscig dziatania w $srodowisku kwasnym niz alkalicznym
[95][H4], a niekowalencyjnie zwigzane z biatkami osocza czgsteczki réznych form Hcy sg
najefektywniej ekstrahowane z powierzchni po ich denaturacji [H1].

° Wykazanie, ze hydroliza kwasowa biatek osocza musi by¢ prowadzona w szklanych
fiolkach 1 klasy hydrolitycznej. Zastgpienie ich probdwkami polipropylenowymi
skutkowato okoto 90-krotnym spadkiem intensywnosci rejestrowanych sygnatow
analitycznych. Przyczyny zaistniatej sytuacji upatruje w ttumieniu sygnatu detektora
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przez uwolnione monomery, badz utracie analitu wskutek jego reakcji z materiatem
zastosowanym do produkcji tworzywa termoplastycznego.

Z praktycznego punktu widzenia najwazniejsze wydaje sie jednak, ze znaczgce uproszczenie
procedury analitycznej, w poréwnaniu do metod juz znanych [89-92], umozliwia
przeprowadzenie oznaczen N-Hcy w osoczu nawet przez mato doswiadczonego
eksperymentatora. Metode zastosowatam w analizie prébek osocza pochodzgcych od
15 wolontariuszy, w ktdrych stezenie analitu zawierato sie w zakresie od 0,74 umol/I
do 1,58 umol/I (Tabela 3). Wartosci te miescity sie w zakresach wskazanych przez innych
badaczy dla tego rodzaju prébek [89-91,93,96].

Metoda oznaczania HTL w prébkach moczu technikq HPLC-MS/MS [H9]

W przypadku badan, ktérych celem jest okreslenie roli HTL w patogenezie i przebiegu chordb,
zwigzek ten jest oznaczany w moczu [20][HE]. HTL jako zbedny produkt przemian
metabolicznych jest bowiem wydalany z organizmu cztowieka przez nerki. Szacuje sie, ze jego
stezenie w moczu jest okoto 100-krotnie wyzsze niz w osoczu, stgd mocz jest zazwyczaj
pierwszym wyborem w przypadku diagnostyki laboratoryjnej [5][H6]. Dotychczas
zaprezentowano zaledwie kilka metod oznaczania HTL w prébkach moczu cztowieka
[27,91,97-100][H3], w tym dwie uprzednio omdwione, opracowane z moim udziatem
[27][H3]. Metody te, w obszarze przygotowania probki, opierajg sie na wykorzystaniu technik
ekstrakcyjnych, takich jak LLE [27,98-100][H3] czy ekstrakcja ciecz-ciato state [91,97], oraz
derywatyzacji chemicznej analitu za pomocg OPA [91,97], MSTFA [H3] i IBCF [27].
W kontekscie separacji bazujg na technikach HPLC-FLD [91,97], CE-UV [98-100] oraz GC-MS
[27][H3]. Jednoczesnie nie wszystkie wymienione metody cechuje wysoka czuto$é stezeniowa,
co czesto uniemozliwia ich zastosowanie w analizie prébek rzeczywistych [99,100]. Co istotne,
na podstawie przeprowadzonych przeze mnie badan literaturowych [H6] stwierdzitam, ze nie
podjeto prob wykorzystania do tego celu techniki HPLC-MS/MS, pomimo ze wykazano jej
uzyteczno$¢ do oznaczania HTL w osoczu [101]. Byto to o tyle zaskakujace, ze HPLC-MS/MS
jest dynamicznie rozwijajacg sie technikg tgczong, ktdra znajduje szerokie zastosowania
w analizie jakosciowej i ilosciowej ztozonych prébek biologicznych. Postanowitam doktadnie;j
zbadad przyczyny takiego stanu rzeczy i wypetnié luke w tym obszarze.

W pierwszej kolejnosci ustalitam, ze chromatograficzna metoda oznaczania HTL
w osoczu technikg HPLC-MS/MS [101] nie moze zosta¢ adaptowana na potrzeby oznaczania
HTL w moczu. Stad zastosowatam bardzo szczegdtowe podejscie, dobierajgc wszystkie istotne
parametry opisywanej metody, zardwno na etapie przygotowania prébek jak i ich analizy
chromatograficznej. W trakcie projektowania i opracowywania metodologii szczegdlng uwage
poswiecitam doborowi warunkdéw przygotowania prébek do analizy. Jednym z najwiekszych
wyzwan byto znalezienie rozwigzan metodycznych, ktdre umozliwityby zminimalizowanie,
badz wrecz eliminacje wptywu efektéw matrycowych na koncowe wyniki analiz. W badaniach
zastosowatam typowe podejscie w zakresie sposobu przygotowania probek moczu do
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oznaczenia HTL [H6], ktére ostatecznie umozliwito mi osiggniecie zamierzonego celu.
Zaproponowana przeze mnie procedura przygotowania probek moczu obejmuje ekstrakcje
chloroformem, a nastepnie reekstrakcje analitu i laktonu homoseryny (HSL) (wzorzec
wewnetrzny) z fazy organicznej roztworem 0,1% kwasu mrowkowego. Koricowa analiza
chromatograficzna bazowata na technice chromatografii oddziatywan hydrofilowych (HILIC)
sprzezonej z detektorem MS/MS (Rysunek 6), ktorej uzytecznos$¢ do oznaczania HTL w osoczu
zostata wczesdniej wykazana przez innych badaczy [101]. Prébki moczu poddawatam analizie
w dobranych eksperymentalnie optymalnych warunkach chromatograficznych i detekcji,
ktore zapewnity efektywne rozdzielenie sktadnikdéw analizowanych prébek oraz rejestracje
sygnatéw analitycznych generowanych wytacznie przez analit i HSL (Rysunek 3 [H9]).

Oczyszczanie prébki (ekstrakcja)

DODAJ iz 3 i POBIERZ
80 pul 3 mol/l Tris-HCI 7,4 i i i I8 warstwa wodna
5 ul 2 pmol/I HSL

400 pl chloroform
POBIERZ

350 pl warstwa
organiczna

DODAJ 100 ul 0,1% FA

1500 rpm,
1 min, 25°C

1500 rpm,
3 min, 25°C

Pobranie probki Oczyszczanie probki (ekstrakcja) Analiza HPLC-MS/MS

Rysunek 6. Schemat procedury przygotowania prébek moczu do ich analizy technika
HPLC-MS/MS na zawartos¢ HTL. Objasnienia: FA, kwas mréwkowy; HPLC-MS/MS,
chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowym spektrometrem mas z analizatorem mas
typu potréjny kwadrupol; HSL, lakton homoseryny; Tris-HCl, bufor chlorowodorek
tris(hydroksymetylo)aminometanu. Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie [HO].

Jak wspomniatam, specyfika prowadzonych prac badawczych oraz wykorzystywanej
techniki pomiarowej wymusita konieczno$¢é zastosowania dodatku wzorca wewnetrznego do
probki w celu ograniczenia wptywu na wyniki oznaczen powszechnie kojarzonych z technika
HPLC-MS/MS efektéw matrycowych. Bazujgc na wtasnym doswiadczeniu [27] wykorzystatam
HSL jako wzorzec wewnetrzny, ktéry podobnie jak HTL wulega jonizacji metoda
elektrorozpylania, wytacznie w warunkach tworzenia jonéw dodatnich (Rysunek 1 [H9]).
Innym nowatorskim elementem tych badan byto wyznaczenie wartosci statej dysocjacji (pKa)
HSL. Ze wzgledu na fakt, ze metoda przygotowania prébki opierata sie na technice LLE, a dane
literaturowe na temat wartosci pKa HSL nie byty dostepne, postanowitam wyznaczyé
wspomniany parametr. Wyznaczona przeze mnie eksperymentalnie, metodg CE-UV, wartosc
pKa dla HSL wynosi 6,32. Jednoczesnie wyznaczona warto$¢ pKs 6,66 dla HTL (Materiaty
uzupetniajgce, Rysunek 7 [H9] doskonale koreluje z wielkoscig wskazang przez innych badaczy
[71][H6].

Co istotne, zastosowane rozwigzania metodyczne umozliwity mi dostarczenie
oryginalnego i czutego narzedzia analitycznego o udokumentowanej uzytecznosci do
monitorowania zawartosci HTL w moczu (Tabela 3). Istotng zaletg opracowanej metodologii
jest mozliwo$¢ poddania analizie probek przygotowanych w ten sam sposdb (Rysunek 6),
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zaréwno technikg HPLC-MS/MS [H9] jak réwniez technikg HPLC-FLD po derywatyzacji analitu
OPA w warunkach opisanych w literaturze [91][H8]. Dzieki doborowi parametréw metody,
czesciowej automatyzacji procesu LLE oraz eliminacji potrzeby konwersji analitu w pochodng,
mozliwe stato sie ograniczenie czasu jej przygotowania do 5 minut, zuzycia odczynnikéw do
0,585 ml, a w konsekwencji praco- i energochtonnosci postepowania analitycznego
w przeliczeniu na probke. Niewatpliwie, dzieki zastosowanym rozwigzaniom znaczaco
ograniczytam ucigzliwos¢ srodowiskowg metody w porédwnaniu ze znanymi procedurami
(Tabela 3 [H6]). Uwazam, ze ze wzgledu na prostote sposobu przygotowania probek do analizy
oraz ich wysoka trwatos¢ (do 28 dni w temperaturze 25°C) metoda posiada duzy potencjat
aplikacyjny.

4.3.6.Podsumowanie i wnioski koncowe

W latach 2018 - 2024, czyli w okresie po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych do dnia
zgtoszenia wniosku w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego, prowadzitam
dziatalnoé¢ badawczo-dydaktyczng w Katedrze Chemii Srodowiska na Wydziale Chemii
Uniwersytetu tédzkiego. W zakresie dziatalnosci naukowej, moje szczegdlne zainteresowanie
wzbudzity zagadnienia, ktdre zasadniczo mieszczg sie w trzech obszarach badawczych.

Obszar 1. Problematyka oznaczania matoczgsteczkowych zwigzkdw siarki (HTL, N-Hcy, Cys,
Hcy, Met, TCA, HPPTCA) w prébkach moczu, osocza i $liny metodami opartymi na
technikach chromatograficznych [27-29][H1-H9], szczegdlnie technice GC
[27][H2-H5]. Osiaggniecia w tym obszarze omdéwitam w podrozdziatach 4.3.2.
i4.3.5.

Obszar 2. Poszukiwanie nowych metabolitow w szlaku transsulfuracji Hcy w ptynach
ustrojowych cztowieka, to znaczy produktow interakcji Hcy, HTL i Cys z aldehydem
mréwkowym oraz PLP [H2,H5,H7]. Swoje osiggniecia w tym obszarze omdéwitam
w podrozdziale 4.3.3.

Obszar 3. Badanie sliny pod katem obecnosci HTL oraz mozliwosci jej wykorzystania
w badaniach nakierowanych na poznanie roli HTL, Hcy, Cys i Met w rozwoju
choréb  cywilizacyjnych  [28,29][H1,H3,H4,H6].  Zagadnienia  omodwitam
w podrozdziale 4.3.4.

Za swoje szczegblnie wartosciowe osiggniecie naukowe uwazam opracowanie szeregu
nowych narzedzi analitycznych [27][H2-H5,H7,H9] i udoskonalenie jednej istniejacej juz
metody [H8], umozliwiajgcych analize ptynéw ustrojowych cztowieka na zawartos¢ wybranych
matoczgsteczkowych zwigzkdw siarki. W szczegdlnosci metody te:

° opierajg sie na wykorzystaniu nowoczesnych technik rozdzielania w fazie ciektej
i gazowej w potgczeniu z réznymi rodzajami detektoréw, a mianowicie: HPLC-UV [H7],
HPLC-FLD [H8,H9], GC-MS [27][H2-H5] oraz HPLC-MS/MS [H9];
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° umozliwiajg monitorowanie poziomu HTL [27][H3,H4,H9], N-Hcy [H8], Cys [H4,H7],
Hcy [H4,H7], Met [H4], TCA [H5], HPPTCA [H2,H7], Glu [H7] i Cys-Gly [H7] w prdbkach
osocza [H2,H7,H8], $liny [H3,H4] oraz moczu cztowieka [27][H3,H5,H9].

Opracowane przeze mnie metody stanowig pierwsze i jak dotad jedyne narzedzia analityczne
umozliwiajgce oznaczenie:

° TCA w moczu [H5], HPPTCA w osoczu [H2,H7], HTL w $linie cztowieka [H3,H4];

° zwigzkoéw siarki, takich jak HTL i tiole (Cys, Hcy, Met) w $linie [H3,H4] oraz moczu
[27][H3] technikg GC-MS, jak rowniez HTL w moczu technikg HPLC-MS/MS [H9].

Metody zaprojektowatam z uwzglednieniem koniecznosci ograniczenia ich ucigzliwosci
srodowiskowej. Co wiecej, w badaniach zastosowatam w wielu aspektach podejscie odmienne
od klasycznego, zaréwno w zakresie doboru technik analitycznych jak i sposobu
przygotowania prébek do analizy. W wyniku kompleksowo przeprowadzonego procesu
walidacji, zgodnie z wytycznymi FDA [30], dowiodtam ze dostarczone metody stanowig
efektywne narzedzia analityczne (Tabela 3). W znakomitej wiekszosSci opierajg sie one na
wykorzystaniu ogélnodostepnej i stosunkowo taniej w eksploatacji aparatury pomiarowej,
co niesie za sobg mozliwos¢ ich zastosowania komercyjnego. Ze wzgledu na prostote sposobu
przygotowania prébki do analizy oraz ich wysoka trwatos$é, trzy sposrdd opracowanych przeze
mnie metod charakteryzuje duzy potencjat aplikacyjny [H7-H9]. Z praktycznego punktu
widzenia najwazniejsze wydaje sie jednak, ze ich wykorzystanie pozwolito mi na wykazanie,
czesto po raz pierwszy, wielu bardzo istotnych faktow.

° TCA, czyli produkt reakcji Hcy i jej metabolitu (HTL) z aldehydem mréwkowym,
wystepuje w organizmie cztowieka i jest z niego wydalany z moczem. Kwestia roli i zrodta
pochodzenia TCA w organizmie cztowieka pozostaje do wyjasnienia [H5].

. HPPTCA, ktéry stanowi produkt interakcji aktywnej biologicznie formy witaminy Be - PLP
oraz Cys, jest obecny w osoczu cztowieka. Wyniki badan pilotazowych uprawniajg do
postawienia hipotezy, ze HPPTCA stanowi rezerwuar witaminy Bs badz jedng z jej form
w organizmie cztowieka [H2,H7].

° HTL jest obecny w Slinie cztowieka, a jego stezenie w tej matrycy jest zblizone do
zawartosci HTL w prdbach moczu. Co wiecej, wyniki badan wstepnych wskazujg na
mozliwos¢ zastgpienia obecnie wykorzystywanego w diagnostyce laboratoryjnej moczu,
$ling. Trafnos¢ tej hipotezy musi zosta¢ zweryfikowana ze wzgledu na brak mozliwosci
wyciggniecia jednoznacznych wnioskdw na temat istnienia korelacji miedzy zawartoscig
HTL w $linie i moczu, co moze by¢ wynikiem matej liczebnosci grupy badanej [H3,H4].

. Slina posiada potencjat, aby w niedalekiej przysztosci sta¢ sie materiatem biologicznym
powszechnie wykorzystywanym w diagnostyce laboratoryjnej w kontekscie oznaczania
HTL, Cys, Hey i Met [H1,H3,H4].

° Technika GC-MS stanowi uzyteczne narzedzie do monitorowania poziomu HTL, Cys, Hcy,
Met, HPPTCA i TCA w prdobkach biologicznych, takich jak mocz, osocze i slina cztowieka.
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Jej wykorzystanie do tego celu stanowi niekonwencjonalne podejscie do analityki
hydrofilowych zwigzkdw siarki [27][H2-H5].

Ponadto  praktyczne  wykorzystanie  opracowanych narzedzi, obok wczesniej
zaprojektowanych i zwalidowanych z moim udziatem metod, umozliwito mi przeprowadzenie
eksperymentéw i uzyskanie wynikéw, ktérych wnikliwa analiza pozwolita na sformutowanie
i przedstawienie szeregu innych, waznych w mojej ocenie wnioskdéw.

° Potgczenie etapow przygotowania prébki, takich jak redukcja wigzan disiarczkowych
i odbiatczanie [H4,H8], hydroliza biatek i wzbogacanie analitéw poprzez odparowanie
rozpuszczalnika [H8], jak réwniez ekstrakcja i derywatyzacja analitu [27][H5] umozliwia
zwiekszenie efektywnosci tych proceséw. Jednoczesnie zastosowanie takich rozwigzan
metodologicznych umozliwia zmniejszenie czasochtonnosci i pracochtonnosci,
a ostatecznie kosztochtonnosci catej analizy.

° Ograniczenie udziatu cztowieka w procesie, poprzez czesciowe zautomatyzowanie
etapdw przygotowania prébek do analizy, sprzyja ograniczeniu jego pracochtonnosci
oraz poprawie doktadnosci i powtarzalnosci wynikéw pomiaréw [H2-H5,H7-H9].

. Zakres zastosowan CMQT jako odczynnika derywatyzujgcego moze by¢ poszerzony
o kwasy 1,3-tiazolidyno-4-karboksylowe [H7]. W odrdznieniu od matoczgsteczkowych
zwigzkdéw siarki czy albuminy [28,29,34,80,81,85][H1,H7], HPPTCA reaguje z CMQT
w Srodowisku kwasnym. Reakcja zachodzi wytgcznie w  warunkach
redukujgco-denaturujgcych, w srodowisku wodnym, w temperaturze otoczenia
i prowadzi do utworzenia, trwatej przez co najmniej 48 godzin, w warunkach
prowadzenia eksperymentu, 2-S-chinoliniowej pochodnej HPPTCA-CMQT.

° HSL moze by¢ stosowany jako wzorzec wewnetrzny w metodach oznaczania HTL
w probkach moczu, ktére opierajg sie na wykorzystaniu techniki GC-MS [27]
i HPLC-MS/MS [H9]. Wyznaczona eksperymentalnie warto$¢ pKas HSL wynosi 6,32 [H9].
S3 to pierwsze dane literaturowe na ten temat.

° Technika HILIC w potaczeniu z detektorem MS/MS [H9], obok metod bazujgcych na
innych technikach separacji w fazie ciektej (HPLC-UV, HPLC-FLD i CE-UV) oraz gazowej
(GC-MS) [27][H3,H4,H6], stanowi uzyteczne narzedzie do monitorowania poziomu HTL
w probkach biologicznych. Metody te stanowig komplementarne wobec siebie
rozwigzania metodyczne, co dotychczas nie zostato stwierdzone w odniesieniu do HTL.

° Metody oznaczania HPPTCA w osoczu, opierajgce sie na wykorzystaniu techniki GC-MS
[H2] oraz HPLC-UV [H7], stanowig jedyne dostepne narzedzia analityczne
reprezentujgce dodatkowo komplementarne wobec siebie rozwigzania metodyczne.

° Derywatyzacja chemiczna stanowi niezbedny etap procedury przygotowania probek
biologicznych do analizy chromatograficznej technikami GC-MS, HPLC-UV i HPLC-FLD
na zawarto$é HTL, Cys, Hcy, Met, HPPTCA, TCA i N-Hcy [27][H2-H5,H7-H9]. W przypadku
metod oznaczania HTL technikg HPLC-MS/MS, konwersja analitu w pochodng nie jest
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konieczna [101][H9]. Jednoczesnie prébki nalezy odbiatczyé, szczegdlnie gdy poddawane
sg analizie technikg GC [H2-H4].

° Skutecznymi sposobami minimalizowania wptywu efektéw matrycowych na wyniki
analiz, uzyskiwanych metodami bazujgcymi na wykorzystaniu technik separacyjnych
(HPLC, GC) sprzezonych z detektorem MS i MS/MS [H2-H5,H9], jest zastosowanie
kalibracji ilosciowej metodami wzorca wewnetrznego oraz pojedynczego dodatku
wzorca. W przypadku metod opierajgcych sie na wykorzystaniu techniki HPLC-UV czy
HPLC-FLD nie stwierdzitam wystepowania efektéw matrycowych [H7-H9].

° Komercyjnie dostepne odczynniki derywatyzujgce, takie jak MSTFA-TMCS [H2-H4] i IBCF
[27][H5] z powodzeniem mogg byé stosowane do derywatyzacji HTL [27][H3,H4], TCA
[H5] i HPPTCA [H2] w celu otrzymania ich lotnych pochodnych rozdzielanych technika
GC-MS, co dotychczas nie zostato stwierdzone w odniesieniu do tych zwigzkéw. W celu
zapewnia powtarzalnosci i odtwarzalnosci wynikdw pomiaréw nalezy jednak Scisle
kontrolowa¢ warunki prowadzenia reakcji.

. Wykorzystanie narzedzia AGREE (Analytical Greenness calculator) umozliwia
wieloaspektowe okresdlenie ucigzliwosci Srodowiskowej opracowanych metod
analitycznych i utatwia ich ocene w oparciu o dwanascie zasad zielonej chemii [H7,H9].

° Zastosowanie technik ekstrakcyjnych na etapie przygotowania prébek biologicznych do
analizy technikg GC-MS [27][H3,H5] czy HPLC-MS/MS [H9] umozliwia selektywnag
izolacje analitu oraz jego wzbogacenie, jak réwniez jednoczesne odbiatczenie prébki
[H3]. Takie podejscie jest réwniez korzystne w kontekscie minimalizowania wptywu
efektéw matrycowych na wyniki analiz [H9].

Za swoje rownie istotne osiggniecie naukowe stanowigce podstawe zgtoszenia wniosku
w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego, obok opracowania szeregu metod
analitycznych o udokumentowanej przydatnosci [27][H2-H5,H7-H9], uwazam przygotowanie
opracowan naukowych o charakterze przeglagdowym [28,29][H1,H6E]. Sg to obszerne prace
poswiecone problematyce oznaczania biologicznie waznych zwigzkdw siarki, w tym HTL,
N-Hcy, Cys, Hcy, Met, Glu i Cys-Gly, w prébkach moczu, osocza i $liny, metodami opartymi na
technikach chromatograficznych i elektroforetycznych. Prace te stanowig szczegdtowe
i krytyczne opracowania naukowe, w ktdrych wraz ze wspodtautorami, podjetam prébe
nakreslenia dalszych kierunkéw rozwoju metod oznaczania wymienionych wyzej zwigzkdw.

Uwazam ze, wyniki mojej pracy badawczej znaczgco wzbogacajg praktyczng wiedze
z zakresu analityki sliny, osocza i moczu w kontekscie oznaczania HTL, N-Hcy, Cys, Hcy, Met,
TCA, HPPTCA, Glu i Cys-Gly w oparciu o techniki separacyjne (HPLC, GC) sprzezone z réznymi
rodzajami detektoréow (UV, FLD, MS, MS/MS). Opracowane przeze mnie metody moga
stanowi¢ uzyteczne narzedzia analityczne w przypadku badan populacyjnych. Szczegdlnie
moga one znalez¢ zastosowanie w badaniach zmierzajacych do lepszego zrozumienia roli
wspomnianych zwigzkéw w organizmie cztowieka. Rownie istotne bedzie ich wykorzystanie
w obszarze rozwijania potencjatu diagnostycznego sliny.
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Tabela 3. Zestawienie podstawowych informacji na temat metod oznaczania wybranych matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki w prébkach

biologicznych, opartych na wykorzystaniu technik HPLC i GC. Zrédfo: opracowanie wtasne na podstawie [H2-H5,H7-H9].

Analit Rodzaj Objetos¢ Technika Zakres LOQ Zuzycie Czas Préba badana Publikacja
(Wzorzec) proéby probki pomiarowa liniowosci odczynnikéw* analizy** (grupa kontrolna)
[pl] [umol/I] [umol/I]  [ml] [min] [umol/I]

HPPTCA Osocze 250 GC-MS 1,0-20,0 1,0 0,250 ~165 18,86 - 35,34 [H2]
(n=13)

HTL Slina 300 GC-MS 0,05-1,0 0,05 0,925 ~30 0,07-0,19 [H3]

Mocz 300 0,950 0,08 -0,27

(n=18)

HTL Slina 50 GC-MS 1,0-20,0 0,05 0,270 ~65 Nie wykryto [H4]

Cys 0,5-20,0 0,10 3,73-16,63

Hcy 0,5-20,0 0,10 0,32-1,67

Met 0,5-20,0 0,10 12,07 -51,0
(n=10)

TCA Mocz 50 GC-MS 1,0-50,0 1,0 0,336 ~30 0,18-6,92 [H5]
(n=15)

HPPTCA Osocze 50 HPLC-UV 1,0-100,0 1,0 0,075 ~345 19,20 - 65,60 [H7]
(n=18)

N-Hcy Osocze 25 HPLC-FLD 0,25-10,0 0,25 0,375 ~240 0,74 -1,58 [H8]
(n=15)

HTL Mocz 20 HPLC-MS/MS 0,02 - 0,40 0,02 0,585 ~11 0,02 -0,09 [HI]

(HSL) 80 HPLC-FLD 2,020 ~8 (n = 15)
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Tabela 3. Cigg dalszy.

Legenda: (*) zuzycie odczynnikdw na etapie przygotowania prébki do analizy, wyrazone w przeliczeniu na prébke; (**) przyblizony czas analizy uwzgledniajacy czas
przygotowania probki i jej analizy, wyrazony w przeliczeniu na prébke. Objasnienia: Cys, cysteina; GC-MS, chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrem mas
wyposazonym w analizator mas typu pojedynczy kwadrupol; Hcy, homocysteina; HPPTCA, kwas 2-(3-hydroksy-5-fosfonooksymetylo-2-metylo-4-pirydylo)-1,3-tiazolidyno-4-
karboksylowy; HSL, lakton homoseryny; HTL, tiolakton homocysteiny; HPLC-FLD, chromatografia cieczowa sprzezona z detektorem fluorescencyjnym; HPLC-MS/MS,
chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowym spektrometrem mas z analizatorem mas typu potréjny kwadrupol; HPLC-UV, chromatografia cieczowa sprzezona
z detektorem spektrofotometrycznym; LOQ, granica oznaczalnosci; Met, metionina; n, liczebno$é grupy badanej; N-Hcy, homocysteina zwigzana wigzaniem amidowym
z biatkami; TCA, kwas 1,3-tiazinano-4-karboksylowy.
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4.3.7.Perspektywy badan i planowane kierunki rozwoju

Na podstawie przeprowadzonej wnikliwej analizy literatury naukowej oraz wynikéw
uzyskanych w toku przeprowadzonych przeze mnie eksperymentéw moge stwierdzi¢
Ze zasadne jest kontynuowanie badan w zakresie opracowywania nowych metod analizy
probek biologicznych na zawartos¢ istotnych z biologicznego punktu widzenia zwigzkdéw siarki
oraz ich zastosowania do monitorowania przemian metabolicznych. Jak juz wspomniatam,
pomimo prowadzonych od wielu lat badan, rola Hcy i powigzanych z nig w szlaku
metabolicznym matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki w patogenezie wielu chordb
cywilizacyjnych budzi wiele watpliwosci. Niewyjasniona pozostaje réwniez kwestia roli oraz
zrédet pochodzenia TCA i HPPTCA w organizmach zywych, czyli zwigzkéw ktérych, obecnos¢
w ptynach ustrojowych cztowieka wykazatam eksperymentalnie. Wedtug mojej najlepszej
wiedzy, wspotautorskie opracowania naukowe naszego zespotu dotyczgce ich wykrycia sg
pierwszymi w tym obszarze [H2,H5,H7]. Majac na uwadze znikomg ilo$¢ posiadanych
informacji o TCA i HPPTCA oraz matg dostepno$¢ metod umozliwiajgcych ich oznaczenie,
w niedalekiej przysztosci planuje stworzy¢ odpowiednie narzedzia i wykorzystac je do badan
populacyjnych w celu uzyskania dodatkowych informacji na temat wspomnianych zwigzkow.

Nie zamierzam jednak ogranicza¢ swoich dziatan wytgcznie do analityki ptyndow
biologicznych. Jednym z zagadnien, ktdre budzi moje zainteresowanie, jest oznaczanie
substancji bioaktywnych wykazujacych dziatanie prozdrowotne w zywnosci funkcjonalnej.
Jest ona sprzedawana pod chwytliwg marketingowa nazwg ,super zywnos¢ - superfoods”.
Na przestrzeni ostatnich lat znaczgco wzrosto zainteresowanie konsumentéw tego rodzaju
produktami spozywczymi, ktére z definicji powinny stanowi¢ nieprzetworzong zywnosc
pochodzenia naturalnego, bogatg w skfadniki odzywcze, ktorych ilos¢ i whasciwosci maja
dziata¢ korzystnie na organizm cztowieka. W przypadku wielu cenionych za swoje
prozdrowotne wtfasciwosci i wartosci odzywcze produktéw spozywczych, brakuje
podstawowych informacji o ich sktadzie jakoSciowym i ilosSciowym, a tym bardziej danych na
temat substancji, ktére miatyby wykazywaé takie dziatanie. Z tego powodu chciatabym
wykorzysta¢ zdobyte doswiadczenie i wiedze, w zakresie opracowywania i kompleksowej
walidacji chromatograficznych metod bioanalitycznych w badaniach nakierowanych na
poszukiwanie odpowiedzi na pytanie: Ktdére ze sktadnikéw produktéw spozywczych,
zaliczanych do ,super zywnosci”, decydujg o ich wifasnosciach funkcjonalnych
i prozdrowotnych? Realizacja zamierzonych celéw bedzie mozliwa dzieki:

° budowaniu zespotu, sktadajagcego sie z grupy studentow i doktorantow
ukierunkowanego na osiggniecie wspolnych, wyznaczonych celow;

° zabezpieczeniu srodkdéw koniecznych na realizacje planowanych przedsiewzieé poprzez
aplikowanie w konkursach o finansowanie projektéw badawczych zaréwno ze zrédet
zewnetrznych, jak i wewnetrznych;
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doskonaleniu warsztatu naukowego, z uwzglednieniem najnowszych metod i technik
badawczych, miedzy innymi poprzez podejmowanie aktywnosci naukowej w uznanych
(zagranicznych i krajowych) osrodkach badawczych oraz akademickich;

nawigzaniu nowej oraz kontynuacji dotychczasowe] wspodtpracy ze specjalistami
z poszczegolnych dziedzin medycyny i nauk pokrewnych, dzieki czemu mozliwe bedzie
zastosowanie opracowanych metod do badan populacyjnych oraz uzyskanie fachowego
wsparcia merytorycznego w analizie i interpretacji danych biomedycznych.
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W 2016 roku odbytam 3-tygodniowy (06.2016) staz naukowy w laboratorium prof. dr Valéria
Guzsvany. Tematyka badawcza obejmowata zagadnienia zwigzane z woltamperometrycznym
oznaczaniem fungicydu (karbendazynu) w préobkach wody rzecznej z wykorzystaniem
zmodyfikowanej nanoczgstkami  kompleksu inkluzyjnego (wieloscienne nanorurki
weglowe - B-cyklodekstryna) elektrody diamentowej domieszkowanej borem. Pobyt
w jednostce zrealizowatam dzieki uzyskaniu stypendium (01.2016) w ramach programu
CEEPUS (ClII-CZ-0212-09-1516-M-92063). Wymiernym efektem aktywnosci naukowej jest
publikacja:

. M. Brycht*, O. Vajdle, K. Sipa, J. Robak, K. Rudnicki, J. Piechocka, A. Tasic,
S. Skrzypek, V. Guzsvany*, B-cyclodextrin and multiwalled carbon nanotubes
modified boron-doped diamond electrode for voltammetric assay of carbendazim
and itscorrosion inhibition behavior on stainless steel, lonics (2018) 24: 923-934.
DOI: 10.1007/s11581-017-2253-0.

Punkty MNiSW;024 70 | Wartos¢ IF2022 2,8

c) Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny, Katedra Chemii Analitycznej, Gdansk

W 2015 roku odbytam 3-tygodniowy (03.2015) staz naukowy w laboratorium
prof. dr hab. inz. Zanety Polkowskiej. Celem wyjazdu bylo zapoznanie sie z problematyka
i wyzwaniami zwigzanymi z oznaczaniem zanieczyszczen w probkach wéd powierzchniowych
pobranych na obszarach polarnych, oraz wykorzystywanymi narzedziami analitycznymi
(chromatografia jonowa, analizator zawartosci wegla organicznego).
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d) Aflofarm Farmacja Polska Sp. z 0. o, Pion Rozwoju, Dziat Technologii, Laboratorium
Analityczne, Pabianice

W 2014 roku odbytam 4-tygodniowa (07 -08.2014) praktyke, a nastepnie w latach
2017 - 2018 4-miesieczny (09.2017 - 01.2018) staz zawodowy na stanowisku mtodszy
technolog - analityk. Zakres powierzonych obowigzkéw obejmowat prace rozwojowe
w zakresie projektowania itworzenia metod badania ulepszonych/nowych produktéw,
umozliwiajgcych okreslenie ich podstawowych wtasciwosci fizykochemicznych oraz sktadu
jakosciowego i iloSciowego, przede wszystkim metodami chromatograficznymi.

6. Informacja o osiaggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych i popularyzujacych nauke

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

6.1.1.Wykaz prowadzonych i/lub koordynowanych przedmiotow

W latach 2014 - 2024 prowadzitam/prowadze zajecia dla studentéw Wydziatu Chemii oraz
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego zaréwno w jezyku polskim,
jak i jezyku angielskim. Dziatalnos¢ dydaktyczng realizowatam poczatkowo jako doktorant(ka),
a nastepnie pracownik Uniwersytetu tédzkiego. Od 01.04.2018 r. jestem zatrudniona na
stanowisku adiunkta badawczo-dydaktycznego w Katedrze Chemii Srodowiska na Wydziale
Chemii Uniwersytetu tédzkiego. W okresie zatrudnienia wypracowatam/wypracuje 100%,
100%, 105%, 104%, 117%, 107% i 100% godzin dydaktycznych w odniesieniu do pensum (230
godzin), odpowiednio w roku akademickim 2017/18, 2018/19, 2019/20, 2020/21, 2021/22,
2022/23 oraz 2023/24. Szczegétowy wykaz prowadzonych przeze mnie przedmiotéw
zamiescitam ponize;.

a) Studia podyplomowe, Chromatografia i techniki pokrewne we wspoétczesnej analizie,
Wydziat Chemii Uniwersytetu todzkiego
° Chromatografia cieczowa, laboratorium
° Chromatografia gazowa, laboratorium

° Zarzadzanie jakoscig w laboratorium analitycznym, laboratorium

b) Studialill stopnia, Analityka Chemiczna, Wydziat Chemii Uniwersytetu tédzkiego
° Chromatografia cieczowa w analizie chemicznej, konwersatorium i laboratorium
° Techniki elektromigracyjne w analizie chemicznej, laboratorium
° Techniki przygotowania prébek do analizy, laboratorium

° Praktyczne aspekty przygotowania prébek do analizy. Procedury przygotowania
prébek roslinnych, laboratorium
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d)

° Praktyczne aspekty przygotowania prébek do analizy. Procedury przygotowania
prébek zwierzecych, laboratorium

. Seminarium dyplomowe na kierunku eksperymentalnym, seminarium

° Pracownia specjalizacyjna, blok zaje¢: Zajecia specjalistyczne, Specjalistyczne
warsztaty chemiczne, Nowoczesne metody badan substancji chemicznych,
laboratorium

° Nowoczesne techniki analizy instrumentalnej, wyktad i laboratorium

. Projekt indywidualny I, laboratorium - koordynowany przedmiot

. Projekt Indywidualny Il, laboratorium - koordynowany przedmiot

° Praktyczne aspekty przygotowania opracowan naukowych, konwersatorium

- koordynowany przedmiot

Studia | stopnia, Ochrona Srodowiska, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu todzkiego

. Wptyw czynnikdw chemicznych na srodowisko, laboratorium
. Czynniki chemiczne w srodowisku, laboratorium

° Analiza chemiczna skazen srodowiska, laboratorium

Studia Il stopnia, Chemia kosmetykéw i farmaceutykow z elementami biznesu,
Wydziat Chemii Uniwersytetu todzkiego

. Wybrane techniki separacyjne w analizie kosmetykdéw, laboratorium

. Zastosowanie nowoczesnych technik analitycznych, laboratorium

Studia | i Il stopnia, Chemistry course in English, Wydziat Chemii Uniwersytetu
todzkiego

. Instrumental Analysis, wyktad i konwersatorium

. Modern Instrumental Methods of Analysis, wyktad i konwersatorium

° Selected separation techniques for analysis of cosmetics, wykfad i laboratorium

6.1.2.Informacja o prowadzonych pracach dyplomowych

W latach 2014 - 2024 sprawowatam/sprawuje opieke nad 27 studentami realizujgcymi prace

dyplomowe w Katedrze Chemii Srodowiska na Wydziale Chemii Uniwersytetu tédzkiego,

w tym 17 pracami magisterskimi oraz 9 pracami licencjackimi. W tym czasie kierowatam

4 pracami magisterskimi oraz 9 pracami licencjackimi, jak rowniez sprawowatam opieke

nad przebiegiem czesci eksperymentalnej 17 prac dyplomowych. Ponadto zostatam

wyznaczona na promotora pomocniczego doktoranta ksztatcgcego sie w Szkole Doktorskiej
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Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu tédzkiego. Szczegétowy wykaz prowadzonych
przeze mnie prac dyplomowych zamiescitam ponizej.

a)  Wykaz prac licencjackich
(Rok ztozenia egzaminu / Temat pracy dyplomowej / Dyplomant / Sprawowana funkcja)

° 2019, Biatko - btogostawienstwo czy przeklestwo dla analityka, D. Pietrzyk - promotor

° 2019, N-homocysteinylowane biatka - metody oznaczania, mozliwosci i ograniczenia,
E. Kowalska - promotor

° 2020, Metody oznaczania biologicznie istotnych zwigzkdéw siarki w wybranych ptynach
biologicznych, oparte o wykorzystanie technik separacji w fazie gazowej - badania
literaturowe, I. Le$niewska - promotor

. 2020, Niekonwencjonalne ptyny biologiczne jako Zrédto informacji o stanie zdrowia
cztowieka, M. Gawet - promotor

° 2021, Tiazolidynowe pochodne cysteiny i  endogennych  aldehyddéw,
U. Sudomir - promotor

. 2022, Przeglad metod oznaczania kreatyniny w $linie opartych na wykorzystaniu technik
separacyjnych, A. Juszczak - promotor

° 2022, Tiazynowe pochodne homocysteiny i wybranych endogennych aldehydéw,
K. Zamrdz - promotor

. 2023, Opracowanie metody oznaczania kwasu moczowego i kreatyniny technikg HILIC-
ELS, S. Guzek - promotor i opiekun

° W toku realizacji, Przeglad wytycznych dotyczgcych walidacji chromatograficznych
metod analitycznych, S. Yakubouska - promotor (planowany termin ztozenia pracy
06.2024)

b) Wykaz prac magisterskich
(Rok ztozenia egzaminu / Temat pracy dyplomowej / Dyplomant / Sprawowana funkcja)

° 2015, Chromatograficzne badania albuminy osocza cztowieka, M. Materkowska
- opiekun - praca wyrézniona przez Fundacje Uniwersytetu tdédzkiego Nagroda za
najlepszg prace magisterska w roku akademickim 2014/2015

° 2016, Oznaczanie aminokwasow tiolowych technikg chromatografii cieczowej
oddziatywan hydrofilowych, . Majchrzyk - opiekun

° 2016, Oznaczanie kwasu 1,3-tiazyno-4-karboksylowego metodg wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej, A. Przygocka - opiekun

° 2017, Oznaczanie tiolaktonu homocysteiny w  prébkach biologicznych,
K. Wisniewska - opiekun
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c)

2019, Chromatograficzne badania tiazynowej pochodnej fosforanu 5’-pirydoksalu
i homocysteiny, J. Smuga - opiekun

2020, Zastosowanie chromatografii cieczowej w analizie wybranych wod mineralnych,
A. Ladowska - opiekun

2021, Liza komérkowa jako etap przygotowania prébki do analizy. Stworzenie instrukcji
do ¢wiczen laboratoryjnych dla studentéw kierunkédw Scistych i przyrodniczych,
D. Pietrzyk - promotor i opiekun

2021, Badanie wtasciwosci detekcyjnych tiazynowej pochodnej fosforanu 5°-pirydoksalu
i homocysteiny, D. Pietrzyk - opiekun

2022, Optymalizacja procedury przygotowania prébek owocéw jagodowych do
oznaczania catkowitej zawartos$ci wybranych aminokwaséw tiolowych technikg LC-DAD,
M. Gawet - opiekun

2022, Opracowanie metody oznaczania kwasu foliowego w preparatach
farmaceutycznych technikg LC-DAD, N. Litwicka - opiekun

2022, Oznaczanie wybranych kwasoéw karboksylowych w herbacie technikg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, J. Krawczykowska - opiekun

2022, Chromatografia w praktyce szkolnej, N. Litwicka - promotor

2023, Badanie wybranych wiasciwosci fizykochemicznych kwasu 1,3-tiazyno-4-
karboksylowego, B. Kukuta - opiekun

2023, Optymalizacja procesu przygotowania prébek $liny do oznaczania catkowitej
zawartosci wybranych niskoczgsteczkowych zwigzkdw siarki, U. Sudomir - opiekun

2023, Przygotowanie instrukcji do éwiczen laboratoryjnych dotyczgcych sposobdw
odbiatczania prébek biologicznych, A. Sarniak - promotor i opiekun

W toku realizacji, Opracowanie metody przygotowania prébek osocza do oznaczania
pochodnej cysteiny i witaminy B6 technikg LC-MS/MS - badania pilotazowe,
M. Pietrzak - promotor i opiekun (planowany termin ztozenia pracy 06.2024)

W toku realizacji, Opracowanie chromatograficznej metody oznaczania kwasu
azelainowego w kosmetykach, K. Witkowska - opiekun (planowany termin ztozenia
pracy 06.2024)

Wykaz prac doktorskich

(Rok ztozenia egzaminu / Temat pracy dyplomowej / Dyplomant / Sprawowana funkcja)

W toku realizacji, Zastosowanie chromatografii cieczowej sprzezonej z réznymi trybami
detekcji do oznaczania wybranych matoczasteczkowych  zwigzkéw  siarki,
M. Gawet - promotor pomocniczy (planowany termin ztozenia pracy 09.2026)
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6.1.3.Informacja o sprawowanej opiece naukowej nad studentami

W latach 2014 - 2024 sprawowatam/sprawuje opieke nad 14 studentami prowadzacymi
ponadprogramowe prace badawcze w Katedrze Chemii Srodowiska na Wydziale Chemii
Uniwersytetu tddzkiego wramach programéw wymiany miedzynarodowej (2 osoby,
Erasmus+ Traineeship Program), praktyk nieobligatoryjnych - wolontariatu (3 osoby) oraz
programu stazowego Students® Power (11 oséb). Ponadto we wskazanym okresie
sprawowatam/sprawuje opieke nad studentami realizujgcymi Indywidualny Program Studiow
(3 osoby) oraz projekty badawcze finansowane przez Uniwersytet todzki w ramach konkursu
Studenckie Granty Badawcze (9 osdb). Szczegdétowy wykaz podjetych w tym zakresie
aktywnosci zamiescitam ponize;.

a)  Wykaz uczestnikdw programéw wymiany miedzynarodowej

01.10-31.11.2018 A. Uysal, Erasmus+ Traineeship Program

05.06 - 31.07.2023 M. Fauvel, Erasmus+ Traineeship Program

b) Wykaz praktykantow oraz uczestnikdw programu stazowego Students™ Power
03.08-03.11.2020 D. Pietrzyk, Students® Power

23.11.2020 - 19.02.2021 M. Gawet, Students™ Power

05.07 - 24.09.2021 N. Litwicka, Students® Power

02.08 - 15.10.2021 N. Matwiej, Students’ Power

02.11.2021 - 14.01.2022 U. Sudormir, Students® Power

11.04 - 23.06.2022 A. Sarniak, Students” Power
21.04 - 31.08.2022 J. Krawczykowska, nieobligatoryjna praktyka (wolontariat)
08.08 - 31.10.2022 B. Kukuta, Students™ Power

12.12.2022 - 27.02.2023 S. Guzek, Students® Power

09.01 - 09.06.2023 U. Sudomir, nieobligatoryjna praktyka (wolontariat)
01.02 - 11.06.2023 B. Kukuta, nieobligatoryjna praktyka (wolontariat)
13.02 - 21.04.2023 E. Martirosyan, Students’ Power

15.05 - 07.07.2023 K. Witkowska, Students® Power

15.05 - 03.07.2023 M. Pietrzak, Students™ Power

c)  Wykaz beneficjentéw konkursu Studenckie Granty Badawcze

11.2020 - 09.2021 opiekun projektu: Na tropie nowych metabolitéw homocysteiny
i witaminy B6 - badania chromatograficzne (kierownik projektu
D. Pietrzyk) - projekt zrealizowany
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11.2020 - 09.2021

11.2021 - 09.2022

11.2021 - 09.2022

11.2022 - 06.2023

11.2022 - 06.2023

11.2022 - 06.2023

11.2022 - 06.2023

11.2023 - obecnie

opiekun projektu: Stworzenie chromatograficznych narzedzi do
oceny waloréw prozdrowotnych tzw. superowocéw dostepnych
na rynku polskim (kierownik projektu M. Gawet) - projekt
zrealizowany

opiekun projektu: Opracowanie elektroforetycznej metody
oznaczania wybranych niskoczgsteczkowych zwigzkéw siarki
w $linie (kierownik projektu U. Sudomir) - projekt zrealizowany

opiekun projektu: HeadSpace i SolidPhaseMicroExtraction jako
wiodace techniki przygotowania prébek do analizy. Stworzenie
instrukcji do éwiczen laboratoryjnych dedykowanych studentom
kierunkdw scistych i przyrodniczych (kierownik projektu
N. Litwicka) - projekt zrealizowany

opiekun projektu: Proby zwiekszenia czufosci stezeniowej
elektroforetycznej metody oznaczania wybranych
niskoczasteczkowych zwigzkéw siarki w S$linie (kierownik
projektu U. Sudomir) - projekt zrealizowany

opiekun projektu: Odbiatczanie prébek biologicznych jako
niezbedny etap ich przygotowania do analizy. Stworzenie
instrukcji do ¢wiczen laboratoryjnych dla studentéw kierunkow
Scistych i przyrodniczych (kierownik projektu A. Sarniak) - projekt
zrealizowany

opiekun  projektu: Badanie  wybranych  wtasciwosci
fizykochemicznych kwasu 1,3-tiazyno-4-karboksylowego
(kierownik projektu B. Kukuta) - projekt zrealizowany

opiekun projektu: Opracowanie metody oznaczania kwasu
moczowego i kreatyniny w moczu technikg HILIC-ELS (kierownik
projektu S. Guzek) - projekt zrealizowany

opiekun projektu: Opracowanie chromatograficznej metody
oznaczania wybranych kwaséw rozjasniajgco - wybielajgcych
przebarwienia skorne w produktach kosmetycznych (kierownik
projektu K. Witkowska) - projekt w toku realizacji

d) Wykaz studentéw realizujacych Indywidualny Program Studiow

2018 - 2020
2020 - 2022
2022 - 2024

D. Pietrzyk, student kierunku Analityka Chemiczna
M. Gawel, student kierunku Analityka Chemiczna

K. Witkowska, student kierunku Chemia kosmetykow
i farmaceutykdéw z elementami biznesu
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6.1.4.Wykaz zrecenzowanych prac dyplomowych
(z pominieciem wypromowanych prac)

° 2018, Nowoczesne techniki analityczne w ksigzkach Robina Cooka, M. Pawlak - praca
licencjacka

° 2020, Wykorzystanie chromatografii cieczcowej w  oznaczaniu  bisfenoli,
J. Stefaniak - praca licencjacka

6.2. Osiggniecia organizacyjne
(z pominieciem pozycji wymienionych w punkcie 6.3. oraz w zataczniku 4 do

przedmiotowego wniosku)

6.2.1.Wykaz zorganizowanych spotkan o charakterze naukowym

° 31.08 - 04.09.2014, Stambut, EYCN Career Days: Creating a successful career w ramach
5th European Chemical Society Chemistry Congress - cztonek zespotu organizujgcego
wydarzenie satelitarne

° 14 - 18.09.2014, Czestochowa, Forum Mifodych w ramach 57. Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Chemicznego i Stowarzyszenia Inzynieréw i Technikéw Przemystu
Chemicznego - cztonek zespotu organizujgcego wydarzenie satelitarne

° 21-25.09.2015, Gdansk, Forum Mtodych w ramach 58. Ogdlnopolskiego Zjazdu
Naukowego Polskiego Towarzystwa Chemicznego - cztonek zespotu organizujacego
wydarzenie satelitarne

° 17 - 21.09.2018, Krakéw, Forum Mtodych w ramach 61 Zjazdu Naukowego Polskiego
Towarzystwa Chemicznego - cztonek zespotu organizujgcego wydarzenie satelitarne

6.3. Osiagniecia popularyzujgce nauke

6.3.1.Informacja o zorganizowanych warsztatach o charakterze naukowym

W latach 2011 - 2017 uczestniczytam jako kierownik i gtdwny wykonawca w realizacji kilku
projektow popularyzujacych wiedze z zakresu nauk $cistych i przyrodniczych wsréd dzieci
i mtodziezy szkolnej. Projekty byty prowadzone przez Studenckie Koto Naukowe Chemikéw
Uniwersytetu todzkiego we wspdtpracy z Centrum Promocji Uniwersytetu tddzkiego
w ramach akcji Uniwersytet tédzki dla Dzieci. Do moich obowigzkdw nalezato (i) opracowanie
koncepcji (gtowny pomystodawca); (ii) zdefiniowanie zakresu prac, zaprojektowanie
eksperymentéw oraz dobdr narzedzi; (iii) przygotowanie srodkéw dydaktycznych
i wspotprowadzenie warsztatow; (iv) pozyskanie materiatéw i Srodkow finansowych;
(v) zarzgdzanie projektem od strony merytorycznej i finansowej, w tym nadzér nad terminowg
realizacjg dziatann; (vi) przygotowanie sprawozdan merytorycznych i finansowych.
Podejmowane dziatania obejmowaty organizacje serii spotkan.

10.2011 - 06.2012 warsztaty dla dzieci Jak zostaé¢ chemikiem w kuchni?

51



Zatqcznik 3 do wniosku w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego dr Justynie Piechockiej (z d. Stachniuk)

10.2012 - 06.2013 warsztaty dla dzieci Zostarn magikiem razem z chemikiem
10.2013 - 06.2014 warsztaty dla dzieci Mfody Chemik

10.2014 - 06.2015 warsztaty dla dzieci Twéj dom Twoim laboratorium

10.2015 - 06.2016 warsztaty dla dzieci Analityk w akcji, czyli kilka stéw

o rozdzielaniu mieszanin

10.2016 - 06.2017 warsztaty dla dzieci Szczypta Chemii

6.3.2.Informacja o udziale w wydarzeniach popularyzujgcych nauke

W latach 2008 - 2013 uczestniczytam jako gtéwny wykonawca w realizacji kilku projektéw
popularyzujgcych wiedze zzakresu nauk Scistych i przyrodniczych, ktére polegaty
na przeprowadzeniu pokazéw doswiadczen chemicznych. Projekty byly prowadzone przez
Studenckie Koto Naukowe Chemikéw Uniwersytetu todzkiego. Do moich obowigzkéw
nalezato (i) wspoéttworzenie koncepcji; (ii) zdefiniowanie zakresu prac, zaprojektowanie
eksperymentéw oraz dobdr narzedzi; (iii) przygotowanie sSrodkéw dydaktycznych
i wspotudziat w przeprowadzeniu pokazow. Pokazy prezentowane byty wielokrotnie w ramach
dziatan promocyjnych Wydziatu Chemii Uniwersytetu todzkiego (Akademia Ciekawej Chemii,
Uniwersytet zawsze otwarty), oraz licznych festiwali i akcji dobroczynnych. Wykaz obejmujacy,
moim zdaniem, najciekawsze/najistotniejsze wydarzenia zamiescitam ponizej.

. Festiwal Kot Naukowych Uniwersytetu tddzkiego (20.11.2008, £édz)
° Salon Maturzystéw, edycja 2009 (16.09.2009, £édz)

o Wielka Orkiestra Swigtecznej Pomocy, 4-krotnie (11.01.2009, 10.01.2010, 09.01.2011,
08.01.2012, t6dz)

° Festiwal Nauki, Kultury i Sztuki, edycje IX-XIl 4-krotnie (25-26.04.2009,
24 - 25.04.2010, 16 - 17.04.2011, 21 - 22.04.2012, £6d3z)

. Dzien Dziecka z Radiem t6dz (01.06.2011, £6dz)

° Piknik Wiedzy i Nauki Uniwersytetu tddzkiego, edycje Il - Ill, 2-krotnie (03.06.2011,
01.06.2012, t6dz)

° VI Miedzynarodowy Festiwal Designu-+tddz Design Festival 2012 Awareness
(18 - 28.10.2012, t6dz) (stoisko poswiecone tematyce zjawiska luminescencji oraz jego
powigzania ze sztuka, realizacja we wspodtpracy z Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi)

6.3.3.Wykaz przeprowadzonych wyktadédw popularnonaukowych

° Nie taka chemia straszna jak jg malujg, wykfad dla uczestnikéw Akademii Profesora
Einsteina w Centrum Nauki Experymentarium (12.03.2011, £6dz)

. Magia chemii, wyktad dla uczestnikow Magic Festival 2015 (23 - 24.05.2015, t4dz)
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7.

7.1.

Inne, nieokreslone w punkcie 2 - 6, wazne informacje dotyczgce kariery zawodowej
(z pominieciem pozycji wymienionych w zatgczniku 4 do przedmiotowego wniosku)

Informacja o udokumentowanej wspoétpracy z innymi osrodkami naukowymi

W 2013 r. dotgczytam do zespotu Katedry Chemii Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego

i rozpoczetam wspotprace ze specjalistami z osSrodkéw krajowych oraz zagranicznych.

Szczegdtowy wykaz podjetych w tym zakresie aktywnosci zamiescitam ponize;.

7.1.1.

7.1.2.

7.2.

7.2.1.

Wykaz zagranicznych osrodkéw naukowych

Prof. dr hab. H. Jakubowski, Rutgers - New Jersey Medical School, Department of
Microbiology, Biochemistry and Molecular Genetics, Newark, New Jersey

Prof. dr V. Guzsvany, University of Novi Sad, Faculty of Sciences, Department of
Chemistry, Biochemistry and Environmental Protection, Nowy Sad

Dr F. Prosenc, University of Ljubljana, Faculty of Health Sciences, Lublana

Wykaz krajowych osrodkéw naukowych

Prof. dr hab. n. med. A. Undas, Uniwersytet Jagielloiski, Wydziat Collegium Medicum,
Instytut Kardiologii, Zaktad Kardiochirurgii, Anestezjologii i Kardiologii Doswiadczalnej,
Krakoéw

Dr hab. J. Kotodziejczyk-Czepas, Uniwersytet tdédzki, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Katedra Biochemii Ogélnej, todz

Prof. dr hab. inz. M. Kozanecki, Politechnika £tédzka, Wydziat Chemiczny, Katedra Fizyki
Molekularnej, todz

Dr hab. A. Torzewska, Uniwersytet tédzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Katedra Biologii Bakterii, todz

Dr hab. n. med. J. Natorska, Uniwersytet Jagiellonski, Wydziat Collegium Medicum,
Instytut Kardiologii, Zaktad Choréb Zatorowo-Zakrzepowych, Krakéw

Informacja o uzyskanych nagrodach, stypendiach i wyréznieniach

Wykaz otrzymanych nagréd oraz wyrdznien za dziatalnos¢ naukowa

List gratulacyjny za wyrdzniajgce sie wyniki w nauce od Rektora Uniwersytetu todzkiego,
4-krotnie (10.11.2010, 07.11.2011, 29.10.2012, 10.10.2013)

Medal za chlubne studia przyznany przez Senat Uniwersytetu tédzkiego (18.11.2013)

Nagroda Il stopnia w konkursie na najlepszy plakat prezentowany podczas 7 Konferencji
Chromatograficznej (13.05.2016)
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7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

Nagroda Komitetu Chemii Analitycznej Polskiej Akademii Nauk w konkursie na najlepsze
prace doktorskie edycja 2019, Nagroda Perlan Technologies za najlepszg prace zwigzang
z rozwojem technik rozdzielania (22.03.2019)

Nagroda Rektora Uniwersytetu tddzkiego zespotowa | stopnia za osiggniecia
naukowo - badawcze, 3-krotnie (14.10.2019, 14.10.2021, 14.10.2023)

Naukowa Nagroda Dziekana za najlepsza publikacje naukowa Wydziatu Chemii
Uniwersytetu tédzkiego w 2020 r. i 2022 r., kategoria prace oryginalne, nagroda
Il stopnia za prace w czasopiSmie International Journal of Molecular Sciences
DOI: 10.3390/ijms21239252 (03.2021) oraz nagroda | stopnia za prace w czasopisSmie
International Journal of Molecular Sciences DOI: 10.3390/ijms23020598 (03.2023)

List gratulacyjny od Rektora Uniwersytetu todzkiego za istotny wktad w ewaluacje
jakosci dziatalnosci naukowej w Uniwersytecie tédzkim w latach 2017 - 2021 w ramach
dyscypliny nauki chemiczne (15.12.2022)

List gratulacyjny za istotny wktad w opis wptywu w obszarze Il kryterium podczas
ewaluacji jakosci dziatalnosci naukowej w Uniwersytecie tddzkim w latach 2017 - 2021,
finansowanej z programu ,Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza” w ramach
dyscypliny nauki chemiczne (10.05.2023)

Naukowa Nagroda Dziekana za najlepszg publikacje naukowg Wydziatu Chemii
Uniwersytetu tédzkiego w 2023 r., kategoria prace przeglgdowe, nagroda Il stopnia za
prace w czasopi$mie TrAC - Trends in Analytical Chemistry
DOI: 10.1016/j.trac.2022.116906 (03.2024)

Wykaz otrzymanych nagréd oraz wyrdznien za dziatalnos¢ dydaktyczng

Nagroda Rektora Uniwersytetu tddzkiego zespotowa | stopnia za osiggniecia
dydaktyczne (14.10.2022)

Wykaz otrzymanych nagréd oraz wyrdznien za dziatalno$é organizacyjng

Wyréznienie za dziatalno$¢ doktorancka na rzecz i dla dobra Uniwersytetu tédzkiego
(22.05.2017)

Nagroda Rektora Uniwersytetu tdédzkiego indywidualna Il stopnia za osiggniecia
organizacyjne, 2-krotnie (14.10.2021, 14.10.2023)

Wykaz otrzymanych stypendidw za dziatalno$é naukowgq i organizacyjna

Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za osiggniecia w nauce, 2-krotnie
(17.02.2011, 09.12.2011)

Stypendium Rektora Uniwersytetu todzkiego dla najlepszych studentéw 2-krotnie
(25.11.2011, 23.10.2012)

Stypendium Marszatka Wojewddztwa tédzkiego w kategorii "student" (17.06.2013)
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. Stypendium naukowe Miasta todzi w roku akademickim 2013/2014 (15.11.2013)

. Stypendium w ramach projektu Doktoranci - Regionalna Inwestycja w Miodych
naukowcow nauk przyrodniczych i technologicznych. Akronim DRIM BIO (03.03.2014)

. Stypendium Naukowe Marszatka Wojewddztwa tdédzkiego dla wybitnych mtodych
naukowcow (08.06.2015)

° Stypendium Rektora Uniwersytetu tddzkiego dla najlepszych doktorantéw, 2-krotnie
(06.11.2015, 17.11.2016)

° Zwiekszenie stypendium doktoranckiego z dotacji podmiotowej na dofinansowanie
zadan projakosciowych, 4-krotnie (17.12.2013, 09.01.2015, 16.12.2015, 09.01.2017)

° Stypendium CEEPUS (CIII-CZ-0212-09-1516-M-92063) Education of Modern Analytical
and Bioanalytical Methods (16.01.2016)

° Stypendium CEEPUS (CIII-SI-0905-03-1617-M-98347) Training and research in
environmental chemistry and toxicology, 2-krotnie (27.07.2016, 04.03.2019)

° Stypendium Santander Universidades za prace na rzecz spotecznosci uniwersyteckiej,
promocje nauki, wspdtprace z podmiotami zewnetrznymi oraz dobre wyniki w nauce
(27.06.2017)

" Nw?mw?c’f/w’é“/

podpis wnioskodawcy)
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