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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr Natalii Kaczmarczyk pod tytulem

., Zastosowanie cieczy jonowych do ekstrakcji i rozdzielania metodg MEKC amin biogennych”

Praca wykonana na Wydziale Farmaceutycznym
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

pod kierunkiem promotora dr hab. n. farm. Jana Ilony OledzKiej

Ciecze jonowe jako ,,przyjazne” dla $rodowiska rozpuszczalniki stanowiace bezpieczniejsza
alternatywe dla ,klasycznych” rozpuszczalnikow ze wzgledu na swoje unikalne wlasciwosci
fizykochemiczne, a w tym rozpuszczalno$é, termiczng stabilnos¢ i mata lotnosé znajdujg coraz szersze
zastosowanie w wielu technikach rozdzialu jako m.in. modyfikatory fazy stacjonarnej czy buforow
separacyjnych. Zastosowanie cieczy jonowych w metodach elektroforezy kapilarnej wigze si¢ z ich
dobra przewodnoscia elektryczng i wptywem na migracj¢ analitow zwiazana rowniez z tworzeniem
przez te zwigzki warstwy powlekajacej $ciany kapilary, co powoduje redukcje interakcji pomigdzy
analizowanymi substancjami a $ciang kapilary, co zwigksza zakres pH buforu separacyjnego
wplywajac zazwyczaj korzystnie na zwigkszenie zaréwno czutosei jak i powtarzalnosci oznaczen.
Ciecze jonowe znajdujg réwniez coraz szersze zastosowanie nie tylko w optymalizacji metod
rozdzielania i oznaczen analitéw, ale takze na etapie izolacji analitow z matrycy analizowanej probki
z wykorzystaniem technik ekstrakcyjnych, zwigkszajac selektywnos¢ czy wydajno$¢ ekstrakcji
oznaczanych zwiazkéw. Stad podjeta przez Panig mgr Natalie Kaczmarczyk tematyka badawcza,
koncentrujaca si¢ na poszukiwaniu nowych rozwigzan analitycznych dotyczacych wykorzystania
cieczy jonowych zaréwno na etapie izolacji analitow z matrycy probki, jak i na etapie rozdzielania
i oznaczefi z wykorzystaniem technik elektromigracyjnych celem oznaczania amin biogennych
w probkach biologicznych, jest bezsprzecznie wazna w aspekcie istotnego klinicznie znaczenia amin
biogennych i ich metabolitow jako potencjalnych biomarkeréw diagnostycznych i prognostycznych
wielu choréb nowotworowych, czy neurodegradacyjnych, a jednoczesnie tematyka ta znakomicie

wpisuje si¢ w zagadnienia dotyczace wspotczesnej wieloaspektowej analityki farmaceutycznej.
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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska, stanowi spojny tematycznie zbidr pigciu prac
eksperymentalnych opublikowanych w latach 2018-2023 w recenzowanych czasopismach naukowych
z listy filadelfijskiej o sumarycznym wskazniku Impact Factor réwnym 22,784 i 360 punktach
ministerialnych. W trzech publikacjach wchodzacych w sktad cyklu Doktorantka jest pierwszym
autorem. Ponadto, wyniki badah uzyskanych przez Doktorantke byty réwniez prezentowane
na pietnastu krajowych i zagranicznych konferencjach naukowych. Osiagnigcia te wskazuja zatem,
na istotne znaczenie naukowo-badawcze tematyki realizowanego doktoratu.

Odnoszac si¢ bezposrednio do uktadu przedtozonej do oceny pracy doktorskiej, to podobnie jak

w klasycznych dysertacjach, zawiera spis tresci, wykaz publikacji wchodzacych w skiad rozprawy
doktorskiej wraz z wykazem doniesien zjazdowych, wykaz stosowanych skrotow, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, ktére w wprowadza czytelnika w zagadnienia poruszane w pracy,
wstep, cel pracy, materialy i metody. W dalszej czesci, praca zawiera czgs$¢ gtdwng rozprawy nazwang
oméwienie wynikéw w oparciu o publikacje skladajace si¢ na rozprawg, a po mniej rozdzial
podsumowanie cyklu publikacji, w ktérych opisane zostaty wyniki uzyskane w trakcie realizacji prac
badawczych wraz z dyskusja wynikéw oraz wnioskami. Rozprawe koficzy spis literatury, a takze kopie
publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej. Aczkolwiek, w przedtozonej do oceny pracy
doktorskiej, zabrakto stosownego wykazu o§wiadczen wszystkich wspétautoréw opublikowanych prac
naukowych, co zostato uzupetione p6zniej w formie nadestanego suplementu. Dobra praktyka jest
réwniez zamieszczenie w rozprawie doktorskiej rozdziatu, w ktérym Kandydatka do stopnia doktora
przedstawilaby swoje CV naukowe oraz informacje dotyczace dotychczasowej catkowite] aktywnosci
naukowo-badawczej, a niezwigzanej jedynie z tematyka realizowanego doktoratu. W zwiazku z tym
prositbym Doktorantke, o przedstawienie takich informacji podczas publicznej obrony rozprawy
doktorskie;j.
Niemniej jednak, pomimo powyzszych uwag, stwierdzi¢ nalezy, ze uktad pracy doktorskiej jest
przejrzysty i nie budzi zastrzezen, a dodatkowo praca napisana jest z duza dbaloscig o strong
merytoryczna rozprawy, ale réwniez o poprawny jezyk i forme. Przedstawiona w pracy dyskusja
uzyskanych wynikéw w poréwnaniu do obecnego stanu wiedzy w tym zakresie, potwierdza nie tylko
duza wiedze, ale i wskazuje na duze zaangazowanie Doktorantki w tematyke naukowo-badawcza
realizowanej pracy doktorskiej.

Istotnym podkreslenia jest, ze wyniki badan uzyskane w ramach ocenianej dysertacji zostaty juz

opublikowane w bardzo znanych i cenionych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (dwie prace
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opublikowane w Talanta oraz po jednej pracy opublikowanej w Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, Separtions czy w Journal of Chromatography A), dlatego jestem przekonany,
ze ich poprawno$é merytoryczna wraz z interpretacjg uzyskanych wynikéw, zostata juz zweryfikowana
przez niezaleznych recenzentéw w procesie peer review, dlatego tez, jako recenzent z obowigzku
dokonam jedynie krétkiej analizy zawarto$ci publikacji wchodzacych w sktad cyklu pod katem ich
spojnosci tematycznej oraz nowosci naukowe;.
Po zapoznaniu sie z trescig publikacji jednoznacznie stwierdzam, ze publikacje te zostaty dobrze
zaplanowane, a zaréwno zakres zrealizowanych badan, ich dyskusja oraz wnioski w nich
przedstawione s3 na wysokim poziomie pod wzgledem merytorycznym, jak i edytorsko-graficznym.
Cel badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej zostat jasno sprecyzowany i dotyczyt
dwdch gtéwnych aspektow, naukowego i praktycznego (aplikacyjnego), w ktérym jeden, dotyczyl
opracowania z uzyciem cieczy jonowych warunkow ekstrakcyjnych izolacji amin biogennych z probek
moczu wraz z zastosowaniem praktycznym opracowanej optymalnej metody ekstrakcyjnej do analizy
rzeczywistych prébek klinicznych, a drugi aspekt, ktéry obejmowat okreslenie wpltywu cieczy
jonowych jako skladnika buforu separacyjnego na mozliwo$¢ rozdzielania i oznaczen amin
biogennych w prébkach biologicznych z wykorzystaniem technik elektromigracyjnych oraz
zastosowanie praktyczne wybranych w tych badaniach cieczy jonowych do analizy amin biogennych
w probkach moczu uzyskanych od pacjentéw onkologicznych.
Doprecyzowujac, aby zrealizowaé zatozone cele Doktorantka zaplanowala i wykonata szereg prac,
gdzie w ramach etapu naukowego opracowala skuteczng metode mikroekstrakcji technikg SPME
oparta na wzbogacaniu fazy desorbujacej anality (wybrane aminy biogenne i ich metabolity) o wybrane
do badaf ciecze jonowe oraz wykonala analize analitbw z wykorzystaniem micelarnej
elektrokinetycznej chromatografii kapilarnej (MEKC) (publikacja 1), a nastgpnie w ramach etapu
praktycznego zwalidowala tak opracowane post¢powanie analityczne i wykorzystala z powodzeniem
do oznaczania ilo$ciowego amin biogennych w probkach moczu pochodzacych zaré6wno od pacjentow
z réznymi typami nowotworéw, jak i zdrowych ochotnikéw (publikacja 2). Ponadto, w dalszych
badaniach naukowych, Doktorantka, przetestowata, celem okreslenia wydajnosci ekstrakcji
wybranych amin biogennych, 25 ré6znych rozwigzan ekstrakcyjnych opartych o techniki DLLME, SPE
oraz SPME, biorac zaréwno pod uwage rézne zloza absorbujace, jak réwniez rozne uklady
ekstrahentow i desorbentéw modyfikowanych przez rézne ciecze jonowe (publikacja 3). W nastgpnym

etapie badan naukowych, Doktorantka skoncentrowata si¢ na aspekcie dotyczacym okreslenie wptywu
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cieczy jonowych jako sktadnika buforu separacyjnego na mozliwos¢ rozdzielania i oznaczen amin
biogennych z wykorzystaniem technik elektromigracyjnych, gdzie dokonata oceny wptywu 13 cieczy
jonowych o réznej budowie chemicznej (w szczegolnosci zbudowanych z kationdw zawierajgcych
pieréciefi imidazolu z réznymi podstawnikami alkilowymi i réZnymi anionami) na skutecznosé
separacji zwigzang z pokryciem §ciany kapilary warstwa kationows i zapobieganiu przez to sorpcji
analitbw na kwarcowych $ciankach kapilary, co skutkowato zwigkszeniem stabilnosci procesu
rozdzielnia i poprawe powtarzalnosci czasow migracji oznaczanych analitéw (publikacja 4). Natomiast
w ramach etapu badaf aplikacyjnych, Doktorantka, dla dwoch wyselekcjonowanych wezesniej
(publikacja 4) imidazolowych cieczy jonowych z réznymi anionami (chlorku oraz tetrafluoroboranu
1-heksylo-3-metyloimidazoliowego) okreslila ich wplyw jako skladnika buforu separacyjnego
na skuteczno$é separacji i mozliwo$é oznaczen amin biogennych z wykorzystaniem metody MEKC
W moczu pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem (publikacja 5).

Na podstawie uzyskanych wynikow przeprowadzonych badafi, Doktorantka sformutowata
poprawnie wnioski podsumowujace najwazniejsze osiggnigcia odpowiadajace zalozonemu celowi
pracy. Pani mgr Natalia Kaczmarczyk w swoich badaniach wykazala m.in., ze dodatek
tetrafluoroboranu 1-etylo-3-metyloimidazoliowego do roztworu desorbujacego podczas ekstrakcji
z uzyciem SPME pozwala na skuteczng i wydajng izolacj¢ amin biogennych obecnych w sladowych
ilosciach w prébkach moczu (publikacja 1). Takie podejscie pozwolito réwniez na obnizenie granicy
wykrywalnoéci i wykorzystanie aplikacyjne opracowanego postgpowania analitycznego opartego
o SPME-IL-MEKC do oznaczania ilo$ciowego amin biogennych w prébkach moczu pochodzacych
zardwno od pacjentéw z réznymi typami nowotwordw, jak i zdrowych ochotnikéw, gdzie opracowana
i zwalidowana metoda spelnia zaréwno wymagania FDA, jak i kryteria ICH dotyczace metod
analitycznych (publikacja 2). Jednocze$nie uzyskane rezultaty pokazaly réwniez, ze etap
przygotowania prébki biologicznej zawierajacej aminy biogenne z wykorzystaniem techniki SPE lub
SPME i uzyciem do ekstrakcji i desorpcji metanolu modyfikowanego ciecza jonowa
(bis(trifluorometylosulfonylo)imidem 1-etylo-3-metyloimidazoliowym) moze by¢ wykorzystywany
jako skuteczna technika prekoncentracji offline amin biogennych z materialu biologicznego
(publikacja 3). Dodatkowo, przeprowadzone przez Doktorantke badania wykazaty, ze dzigki
zastosowaniu kationowych cieczy jonowych, dynamiczne powlekanie warstwa kationowa powierzchni
Scianek kapilary podczas analizy MEKC korzystnie wptywa na powtarzalnos¢ czaséw migracji

oznaczanych amin biogennych (publikacja 4). Przyprowadzone badania wykazaly roéwniez na
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skuteczna mozliwo$¢ oznaczen amin biogennych w rzeczywistych probkach pacjentéw
ze zdiagnozowanym nowotworem z wykorzystaniem metody MEKC i zastosowaniem jako istotnego
sktadnika buforu separacyjnego chlorku 1-heksylo-3-metyloimidazoliowego (publikacja 5).
Tym samym uzyskane przez Panig mgr Natali¢ Kaczmarczyk wyniki wskazuja na zasadnos$¢ podjetej
tematyki badawczej oraz jej nowatorski charakter i aplikacyjnos¢, wskazujgc na mozliwosé
skutecznego wykorzystania cieczy jonowych w ekstrakcji analitow z matrycy biologicznej czy

modyfikatora proceséw rozdzielania analitéw z wykorzystaniem technik elektromigracyjnych.

Podsumowujac, z przyjemnoscig stwierdzam, ze odnoszac si¢ do calej rozprawy doktorskiej
Pani mgr Natalii Kaczmarczyk zatytulowanej ,, Zastosowanie cieczy jonowych do ekstrakcji
i rozdzielania metodg MEKC amin biogennych”, to trudno w tej pracy znalez¢ stabe strony i jako
recenzent nie mam zadnych watpliwosci, Ze przediozona mi do recenzji rozprawa doktorska jest praca
nowatorska, warto§ciowa i stanowi oryginalny i tworczy wkiad w rozwdj wspdlczesne]
wieloaspektowej analityki farmaceutycznej dotyczacej poszukiwania nowych rozwiazan analitycznych
dotyczacych wykorzystania cieczy jonowych zaréwno na etapie izolacji analitdw z matrycy probki,
jak i na etapie rozdzielania i oznaczen z wykorzystaniem technik elektromigracyjnych celem
oznaczania amin biogennych w probkach biologicznych, jako potencjalnych biomarkeréw

biologicznych.

Whioski koncowe

W zwiazku z powyzszym przedstawiona dysertacja speinia ustawowe wymagania stawiane
pracom doktorskim i z pelnym przekonaniem wnioskuje i prosz¢ Wysoka Rade Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Gdansku o dopuszczenie Pani mgr Natalii
Kaczmarczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk

medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
Roéwnoczesnie wnioskuje o wyrdznienie recenzowanej rozprawy doktorskie].

Uzasadnienie

Oceniana praca wnosi istotny tworczy wklad w rozwdj nauk farmaceutycznych w obszarze

analityki farmaceutycznej zwigzanych z wykorzystaniem cieczy jonowych do optymalizacji metod
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analizy farmaceutycznej zwiazkéw w materiale biologicznym. Uzyskane wyniki badan zostaly
opublikowane w formie pigciu prac oryginalnych w recenzowanych czasopismach naukowych,
a w trzech z nich Doktorantka jest pierwszym autorem. Sumaryczny IF publikacji bedgcych podstawa
dysertacji wynosi 22,784 a punktacja ministerialna 360 pkt., co nalezy bez watpienia uzna¢ za istotnie

znaczace osiagniecie na tak wezesnym etapie kariery naukowej.
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