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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Ewy Bartosinskiej

pt.: ,,Opracowanie bioanalitycznych metod oznaczania tokochromanoli w tkance
thuszezowej pochodzacej z gruczolu piersiowego kobiet”

wykonanej w Zakladzie Farmakodynamiki Katedry Biofarmacji i Farmakodynamiki
Wrydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

pod kierunkiem dr hab. Danuty Siluk

Przedmiotem badan pracy doktorskiej mgr Ewy Bartosinskiej sa naturalne substancje
znane pod ogdlng nazwa tokochromanoli. Doktorantka podjeta si¢ nielatwego zadania
jednoczesnego oznaczania o$miu naturalnie wystepujacych homologéw witaminy E, w tym
czterech tokoferoli (a-T, B-T, y-T, 6-T) oraz czterech tokotrienoli (a-T3, B-T3, v-T3, 6-T3) w
tkance thuszczowej gruczotu piersiowego kobiet. Zagadnienia poruszane przez Autorke sg
oryginalnym, nowatorskim podejsciem badawczym, nie opisywanym do tej pory w literaturze

naukowej przez innych badaczy, a ich wybor jest dobrze uzasadniony merytorycznie.

Problematyka pracy doktorskiej jest niezwykle interesujaca z analitycznego punktu
widzenia. Wiadomym jest, ze wiarygodno$¢ oznaczen w materiale biologicznym zalezy
zarowno od doboru i optymalizacji warunkéw przygotowania probek do analizy, jak i od
wlasciwie opracowanej 1 zwalidowanej metody bioanalitycznej. Wyzwanie to jest tym
wieksze, im mniejsze jest stezenie oznaczanych sktadnikow w prébee. Nalezy pamigtaé, iz w
procesie przygotowania probek do analizy trudno$¢ stwarzajg sktadniki matryc badanych
probek, ktére wystepujg zwykle w znacznym nadmiarze w stosunku do analitéw, bedac

potencjalnym zrédltem efektow interferencyjnych, i w konsekwencji bledow analitycznych.



Stanowigce przedmiot recenzowanej pracy doktorskiej metody jednoczesnego
oznaczania osmiu naturalnych kongeneréw witaminy E w ekstraktach ludzkiej tkanki
thuszczowej pobranej z gruczotu piersiowego kobiet, z zastosowaniem detekcji masowej sg
oryginalne 1 zostaty opublikowane po raz pierwszy. Dlatego tez podjete w pracy doktorskiej
przez mgr Ewe Bartosinskg zadanie zastosowania systemu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z detekcja masowa z jonizacja APCI lub w pofgczeniu z detekcjg
fluorymetryczng do oznaczania pochodnych witaminy E wpisujg si¢ w aktualny nurt badan, a
tematyka poruszana przez Autorke ma znaczenie praktyczne, w dziedzinach zwigzanych ze
zdrowiem cztowieka, szczegdlnie w aspekcie potencjalnego zastosowania witaminy E w

profilaktyce chordb cywilizacyjnych.

7 dorobku naukowego mgr Ewa Bartosinska wydzielita pig¢ prac do doktoratu
stanowigcych osiggniecie naukowe zatytutowane ,,Opracowanie bioanalitycznych metod
oznaczania tokochromanoli w tkance tuszczowej pochodzgeej z gruczolu piersiowego
kobiet”. Zostalo one przedstawione w formie komentarza do monotematycznego cyklu 3 prac
oryginalnych oraz jednej pogladowej, opublikowanych w okresie trzech lat (2016 — 2018),
w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, takich jak Jowrnal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, Talanta, Rapid Communication in Mass Spectrometry, Biomedical
Chromatography oraz jednego rozdziatu w monografii ‘Vitamin A and Vitamin E’> wydanej
przez Nova Science Publishers, Inc. w 2013 roku. Wszystkie prace sg opracowaniami
zbiorowymi, w czterech z nich Doktorantka jest pierwszym autorem. Laczny wspotczynnik
oddziatywania publikacji jest wysoki, rowny IF = 11,157. Do wszystkich zataczonych prac
Autorka zamiescita wymagane dla tego typu opracowania stosowne o$wiadczenia, ktore
jednoznacznie wskazujg na jej udzial w planowaniu badan, przeprowadzaniu analiz,
opracowywaniu i dyskusji wynikéw badan oraz przygotowaniu publikacji do druku. Pragng
zwrdcei¢ uwage, iz miejsce opublikowania wymienionych artykutdéw stanowi o sile zawartosci

merytorycznej recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Praca doktorska mgr Ewy Bartosinskiej stanowi obszerne opracowanie, ktore liczy w
sumie 190 stron i sklada si¢ z szesciu rozdziatdow, takich jak czg$é teoretyczna, cel pracy,
cze$¢ doswiadczalna — skonstruowana z publikacji wigczonych w rozprawe doktorska,
podsumowanie 1 wnioski, bibliografia oraz oswiadczenia wspotautoréw. Calosé opracowania
poprzedzona jest spisem skrotow uzywanych w pracy. Rozprawa doktorska jest
udokumentowana 75  przypisami literaturowymi, w  zdecydowanej  wickszosci

opublikowanymi po 2007 roku, ufozonymi w sposob logiczny i uporzadkowany. Dysertacja
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napisana jest poprawnym jezykiem i nie zawiera potknig¢ redakcyjnych. Doktorantka
swobodnie postuguje sie precyzyjnym jezykiem naukowym i adekwatnie stosuje terminologi¢

zwigzana z przedmiotem pracy, a edytorska czes¢ dysertacji zastuguje na najwyzszg oceneg.

Wstep pracy jest napisany w sposob przejrzysty i zwiezly, a przedstawione
zagadnienia poparte sg bogato cytowang literaturg. We wstepie pracy Autorka zamiescila
wyczerpujaca charakterystyke aktywnosci biologicznej zwiazkéw z rodziny witaminy E, w
przystepny sposob przedstawita metody izolacji tokoferoli 1 tokotrienoli z matryc
biologicznych i Zywnosci oraz przyblizyla metody bioanalityczne oznaczania tokochromanoli
z zastosowaniem wspolczesnych technik analitycznych. Wstep dowodzi bardzo dobrej
znajomosci badanej problematyki, a na szczegolne podkreslenie zastuguje skrupulatnosé, z
Jjaka dokonala przegladu metod analitycznych oraz sposobdéw ekstrakcji stosowanych do
oznaczania badanych zwigzkow. Uwazam, ze opracowany material jest niezwykle przydatny

dla innych badaczy zajmujacych si¢ podobna tematyka.

W celu pracy Autorka uzasadnita istote i znaczenie podjetych badan oraz

przedstawita ogdlne zatozenia pracy.

W Czesci doswiadczalnej Doktorantka zalgcza kopie pigciu prac stanowigcych
rozprawe doktorska, ktdre pozwalajg na dokladne sledzenie zaplanowanych etapow badan i
uzyskane wyniki. Bardzo duze wrazenie robi zakres podjetych przez Doktorantke badan
doswiadczalnych. Nalezy podkreslic, ze opracowanie metod ekstrakcji zwigzkdéw ze
ztozonego materiatu, jakim jest tkanka thuszczowa oraz optymalizacja i walidacja czutych i
selektywnych metod bioanalitycznych  wymagalo przeprowadzenia duzej ilosci

czasochtonnych i pracochtonnych doswiadczen.

W pierwszej pracy, ktora jest rozdzialem w monografii Doktorantka przedstawita
charakterystyke fizykochemiczna, dzialanie biologiczne i profil farmakokinetyczny tokoferoli
1 tokotrienoli oraz zagadnienia zwigzane z medycznymi i dietetycznymi aspektami
suplementacji witaming E, ze szczegolnym zwrdoceniem uwagi jej na dziatanie ochronne w

terapil przeciwnowotworowe;j.

Druga praca, o charakterze pogladowym opublikowana w Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis poswigcona jest rozwigzaniom analitycznym stosowanym do
oznaczania tokoferoli i tokotrienoli w matrycach biologicznych i zywnosci z zastosowaniem

systemow GC-MS oraz LC-MS. W opracowaniu tym bardzo szczegétowo oméwiono metody



derywatyzacji zwigzkéw chemicznych, problematyke niedostatecznego rozdzielenia
chromatograficznego tokoferoli i tokotrienoli, z uwagi na podobienstwo strukturalne tych
zwigzkow oraz trudnosci z jonizacja tokochromanoli w zrddlach jonow pracujacych pod

cisnieniem atmosferycznym.

Trzecia praca, o charakterze oryginalnym, opublikowana w Talancie dotyczyla
opracowania i walidacji metody jednoczesnego oznaczania czterech tokotrienoli w tkance
ttuszczowej gruczotu piersiowego kobiet, z zastosowaniem metody HPLC-APCI-MS/MS.
Z uwagi na koniecznos$é izolacji czterech zwigzkéw w jednej probce, w celu doboru
mieszaniny ekstrakcyjnej, optymalizacji procedury ekstrakcji analitow do fazy stalej oraz
wylonienia parametrow wplywajgcych na efektywnos¢ procesu, zastosowano nowatorskie
podejscie planowania doswiadczen oraz plany frakcyjne Placketta-Burmana. Na podkreslenie
zastuguje fakt opracowania metod krétkich (10 min), z uzyciem niewielkiej ilo$¢ prébki (100
mg) oraz zastosowania w procesiec ekstrakcji zwigzkow odezynnikdw przyjaznych
srodowisku. Oryginalna metodg zastosowano do pilotowego oznaczania tokotrienoli w tkance
thuszczowej gruczolu piersiowego u 9 kobiet obcigzonych nowotworem piersi oraz zmartych

w wypadkach.

W czwartej pracy, ktéra ukazata si¢ w Rapid Communication in Mass Spectrometry
skupiono si¢ na poprawie odpowiedzi analitycznej tokoferoli i tokotrienoli w Zrdodle jonow
typu APCI, bazujgc na trybie $ledzenia pojedynczego jonu i modelowaniu odpowiedzi
analitycznej przy uzyciu regresji LASSO. W efekcie finalnym nie uzyskano istotnej poprawy

czutosci i precyzji metody.

W pracy przyjetej do druku w Nutrition and Cancer opisano po raz pierwszy
alternatywng metodg¢ jednoczesnego oznaczania osmiu tokochromanoli w tkance ttuszczowej
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg fluorymetryczng
(HPLC-FLD), uzyskujgc istotng poprawe czulosci i precyzji metody. Do uzyskania
optymalnego rozdzielenia chromatograficznego zastosowano nowatorskie podejscie okreslane
jako plan centralny kompozycyjny (CCD), oceniajac wplyw szybkosci przeptywu fazy
ruchomej, temperatur¢ kolumny oraz procentowg zawarto$¢ metanolu w fazie ruchomej na
rozdzielenie chromatograficzne pomiedzy 6-T i a-T3 oraz pomiedzy a-T3 i y-T. W efekcie
finalnym oryginalng metode zastosowano po raz pierwszy do oznaczania stgzenia
pochodnych witaminy E w tkance tluszczowej gruczolu piersiowego u 81 kobiet obcigzonych

nowotworem piersi, 8 kobiet po zabiegach chirurgii plastycznej oraz 10 zmartych w



wypadkach, oceniajac dystrybucje i stopien kumulacji konglomeréw witaminy E w tej tkance.
W badaniu tym, ktére bylo nowatorskie wykazano duzg zmiennos¢ migdzyosobniczg w
zawartosci pochodnych witaminy E w tkance thuszczowej gruczotu piersiowego kobiet, co ma
istotne znaczenie w aspekcie rosngcego zainteresowania tokoferolami i tokotrienolami jako

potencjalnymi zwigzkami o dziataniu przeciwnowotworowym.

Biorac pod uwage opracowanie czulych i szybkich metod réwnoczesnego oznaczania
szerokiego spektrum pochodnych witaminy E, uzyskane przez Doktorantke wyniki nalezy

uzna¢ za znaczacg nowosc naukowg i niewatpliwie duze jej osiggnigcie badawcze.

Pewng niedogodnos¢ stanowi brak w opracowaniu dyskusji wynikéw badan.
Doktorantka przechodzi od razu do Podsumowania i Wnioskéw, gdzie podaje pigé

wnioskow dowodzgcych spetnienia zatozonych celéw badawczych.

Pod wzglgdem edytorskim praca zostata zredagowana bardzo starannie. Prace
charakteryzuje duzy ladunek naukowy oraz potencjalna wartosé aplikacyjna opracowanych
metod i procedur analitycznych. Uzyskane wyniki, ktore oceniam bardzo wysoko, $wiadczg o
duzej samodzielno$ci naukowej i badawczej Autorki, swobodzie poruszania sic w
zagadnieniach analitycznych, umiejetnosci rozwiagzywania probleméw metodologicznych, a
takze o jej duzej pracowitosci i rzetelnosci badawczej. Uzyskane wyniki w znacznym stopniu
poszerzajg wiedze w obszarze bioanalizy tokochromanoli, w trudnym materiale biologicznym
Jjakim jest tkanka tluszczowa. Na podkredlenie zashiguje stosowanie réznorodnych technik
analitycznych i roznych detektoréw celem osiggnigcia jak najwyzszej czutosci oznaczanych

analitdéw, co jest niezwykle istotne w przypadku oznaczania probek klinicznych,

Podsumowujgc, osiagnigciem naukowym Doktorantki jest unikatowe podejscie
analityczne w kierunku oznaczania homologdéw witaminy E, jako potencjalnych czynnikow

przeciwnowotworowych, w tym:

- opracowaniec wydajnych i przyjaznych Srodowisku metod ekstrakeji o$miu
naturalnych tokochromanoli z tkanki tluszczowej gruczotu piersiowego kobiet, przy
zwroceniu szczegolnej uwagi na niejednorodnos¢ pobieranego materialu biologicznego, rézne
poziomy stezefi w osoczu oraz zréznicowane wiasciwosci fizykochemiczne pochodnych

witaminy E,

- opracowanie i walidacja czutych, selektywnych i szybkich metod jednoczesnego

oznaczania oSmiu naturalnych tokochromanoli w tkance thuszczowej gruczolu piersiowego

5



kobiet z =zastosowaniem dwoch technik: wysokosprawne] chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometria mas z jonizacjg chemiczng przy cisnieniu atmosferycznym (LC-
APCI-MS/MS) oraz wysokosprawne] chromatografii cieczowej z detekcjg fluorescencyjng
(RP-HPLC-FLD), ze wskazaniem tej ostatniej jako referencyjnej do selektywnego oznaczania

wybranych tokochromanoli,

- zastosowanie metody RP-HPLC-FLD do ilosciowego oznaczania po raz pierwszy
wybranych tokochromanoli w prébkach tkanki ttuszczowej gruczohu piersiowego u 99 kobiet,
w tym pacjentek ze zdiagnozowanym nowotworem piersi, kobiet zdrowych po zabiegach
chirurgii plastycznej oraz kobiet zmartych w wyniku wypadkéw, co jest niewatpliwg

nowoscig tych badan, unikatowa, nie wykonywana do tej pory nigdzie na $wiecie.

W szerokich, dobrze zaplanowanych i konsekwentnie wykonanych badaniach, przy
uzyciu nowoczesnych technik analitycznych, zwlaszcza spektrometrii mas, Doktorantka wraz
z Zespotem, w ktérym pracowata uzyskata bardzo interesujgce i wartosciowe wyniki o
znaczeniu zardwno poznawcezym, jak i aplikacyjnym. z udokumentowanym zastosowaniem w
klinice. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze badania przedstawione w rozprawie doktorskiej
byly finansowane ze S$rodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu

2013/11/N/NZ5/00164.

Reasumujgc nalezy stwierdzi¢, ze spojny tematycznie cykl publikacji stanowigcy
rozprawg doktorska, wigkszosciowego wspotautorstwa mgr Ewy Bartosinskiej w
opracowaniu koncepeji, wykonaniu doswiadczen, interpretacji wynikow i przygotowaniu
publikacji do druku, jest oryginalnym i kompleksowym opracowaniem dotyczacym metod
oznaczania konglomerow witaminy E. Badania zawierajg szereg elementéw nowatorskich,
zostaly wykonane metodycznie poprawnie, z uzyciem odpowiednich narzedzi badawczych, a
Doktorantka przy ich wykonywaniu i opracowywaniu wynikéw wykazala si¢ odpowiednia

wiedzg merytoryczng i umiejgtnoscig samodzielnego ich prowadzenia.

Lektura przedstawionej do recenzji pracy skiania do postawienia kilku pytan, o

charakterze polemicznym.

1. W moim odczuciu streszczenie powinno zawiera¢ elementy syntetycznego opisu

wynikow badan.

2. Pewien niedosyt budzi nie zamieszczenie w dysertacji rozdzialu poswieconego

dyskusji wynikéw badan.



3. Zamieszczenie szczegotowego komentarza do oznaczonych stezen oS$miu
tokochromanoli w grupie kobiet ze zdiagnozowanym nowotworem piersi, w pordéwnaniu do
kobiet zdrowych przyblizyloby znaczenie witaminy E w profilaktyce choroby nowotworowe;.
Jak zinterpretowac roznice w zawartosci catkowitej tokochromanoli, tokoferoli i tokotrienoli

w badanych grupach kobiet?

4. Czy uzyskane wyniki korelowano ze stopniem zaawansowania choroby

nowotworowej u badanych kobiet?

5. Czy =znane sg informacje na temat zastosowanego u kobiet leczenia

przeciwnowotworowego?

6. Poniewaz witamina E moze by¢ gromadzona w organizmie, a jej wchianianie w
jelitach zalezy m.in. od obecnodci thuszezéw w pozywieniu oraz dostatecznego wydzielania
z0lci, zatem czy znane sg informacje na temat statusu spotecznego kobiet, sposobu ich
odzywiania si¢ oraz wspolistniejacych chordb i przyjmowanych lekéw lub suplementow

diety?

7. Czy na podstawie uzyskanych wynikéw mozliwe jest ustalenie optymalnej dawki

witaminy E u indywidualnej pacjentki?

8. Czy przewiduje sie poszukiwania korelacji pomigdzy zawartoscig tokoferoli i
tokotrienoli w tkance tluszczowej gruczolu piersiowego a stgzeniem tych zwigzkow we krwi

kobiet?

We wniosku koncowym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska, stanowigca spéjny tematycznie cykl pigeiu prac pod wspdlnym tytulem
»Opracowanie bioanalitycznych metod oznaczania tokochromanoli w thkance tuszczowej
pochodzqcej z gruczolu piersiowego kobiet” w pelni odpowiada warunkom okreslonym w
ustawie z dnia 14 marca 2003 r. — O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dziennik Ustaw RP nr 65, poz. 595 z dnia 16 kwietnia 2003 r.) i
wnosz¢g do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Ewy

Bartosinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na wysokg wartos¢ poznawczg przeprowadzonych badan,

uzyskania nowych, unikalnych wynikéw, poszerzajagcych wiedzg na temat rozwiazan



analitycznych oznaczania konglomeréw witaminy E w tkance tluszczowej, a takze ich
wartos¢ aplikacyjng oraz wyrozniajacy si¢ dorobek naukowy Doktorantki, wnioskuje o

wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.
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Zasady wyroézniania pracy doktorskiej
uchwalone przez Rade WF z OML w dniu 16.09.2014 r.

Praca doktorska moze zosta¢ wyrdzniona przez Rade Wydziatu poprzez podjecie stosownej uchwatly
jezeli spelnione sg jednoczesnie wszystkie warunki:

1. Wszyscy recenzenci pracy doktorskiej wystapili w ramach przedtozonych pisemnych opinii z
wnioskami wraz z uzasadnieniem o wyrdznienie pracy doktorskiej (zatgcznik nr 1). Wnioski o
wyroznienie sktadane w trakcie obrony pracy doktorskiej nie sg rozpatrywane.

2. Po publicznej obronie wszyscy recenzenci podtrzymuja (w formie ustnej) wniosek o
wyrdznienie pracy.

3. Wyniki badan begdacych przedmiotem pracy zostaly, do dnia przyjecia pracy doktorskiej przez
Rade Wydziatu, ogloszone w formie publikacji lub cyklu publikacji w czasopismach o lgcznym
wspolczynniku oddziatywania (impact factor, II") wynoszacym co najmniej 3,0 (wartos¢ IF wg
JCR z roku opublikowania pracy). Doktorant w co najmniej jednej publikacji jest pierwszym
wspotautorem. Artykuty przyjete do druku uwaza si¢ za opublikowane.

4. Srednia wszystkich ocen z egzaminéw doktorskich jest nie nizsza niz 4,5 przy czym z
dyscypliny podstawowej — jest ocena 5.

Rada Wydzialu podejmuje uchwale o wyrdznieniu pracy doktorskiej w tajnym glosowaniu
wickszoscig % glosow. Wyrdznienie nastepuje w dniu nadania stopnia doktora. Uzyskanie
wyréznienia uprawnia do ubieganie si¢ o przyznanie nagrody naukowej Rektora GUMed.

Zasady wyrozniania osiggniecia naukowego w postepowaniu habilitacyjnym
uchwalone przez Rade WF z OML w dniu 16.09.2014 r.

Osiggnigcie naukowe moze zosta¢ wyrdznione przez Rade Wydzialu poprzez podjecie stosownej
uchwaly, na wniosek Komisji Habilitacyjnej powolanej do przeprowadzenia postepowania
habilitacyjnego z inicjatywy wszystkich recenzentéw, jezeli wyniki badan, stanowigce osiggnigcie
naukowe, bedgce przedmiotem postgpowania habilitacyjnego zostaly ogloszone w formie cyklu
publikacji w czasopismach o tacznym wspétczynniku oddziatywania (impact factor, IF) wynoszgcym
co najmniej 15,0 (warto$¢ IF wg JCR z roku opublikowania pracy).

Rada Wydzialu podejmuje uchwale o wyréznieniu osiggnigcia naukowego w tajnym glosowaniu,
wickszoscig % glosow. Wyrdznienie nastgpuje w dniu nadania stopnia doktora habilitowanego.
Uzyskanie wyréznienia uprawnia do ubieganie si¢ o przyznanie nagrody naukowej Rektora GUMed.



