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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Marty Krawczyk-Walach

pt.: „Chromatografia cieczowa w oznaczaniu zwi zków siarki w próbkach biologicznych”

wykonanej w Katedrze Chemii rodowiska, Wydzia u Chemii Uniwersytetu ódzkiego

pod kierunkiem dr hab. Gra yny Chwatko, prof. nadzw. U

Siarka jest jednym z podstawowych makroelementów niezb dnych do biosyntezy

szeregu metabolitów oraz innych wa nych sk adników komórkowych organizmów ywych.

Wchodzi w sk ad centrów aktywnych wielu enzymów, bierze równie  udzia  w tworzeniu

struktury drugo- i trzeciorz dowej bia ek. Spo ród wszystkich zwi zków siarki obecnych

w organizmie niew tpliwie najwi kszym zainteresowaniem ciesz  si  aminokwasy tiolowe.

Zwi zki te, powi zane wzajemnie w szlaku metabolicznym cysteino-metioniny, bior  udzia

w  wi kszo ci wa nych przemian biochemicznych organizmu. Ich podwy szone st enia

w tkankach i p ynach ustrojowych cz owieka powi zano z patogenez  wielu chorób i z tego

powodu mog  stanowi  swego rodzaju biomarker stanu zdrowotnego organizmu. Ostatnio

zwrócono baczn  uwag  na siarkowodór, który przez wiele lat by  uznawany za zwi zek

toksyczny. Pojawiaj ce si  coraz liczniejsze prace naukowe pokaza y, e zwi zek ten jest

bardzo istotny w funkcjonowaniu organizmu, a jego rola wcale nie jest taka niekorzystna jak

si  pocz tkowo wydawa o. Siarkowodór wykazuje zarówno negatywny jak i pozytywny
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wp yw na funkcjonowanie organizmu cz owieka, jednak jego rola nie zosta a jeszcze w pe ni

wyja niona i wymaga dalszych bada . Zbadanie roli siarkowodoru oraz powi zanych z nim

siarki sulfanowej i siarki kwasowo-labilnej w organizmie jest mo liwe tylko przy

zastosowaniu odpowiednio czu ych i precyzyjnych metod analitycznych. W t  w nie

niezwykle aktualn  tematyk  badawcz  wpisuje si  recenzowana praca doktorska mgr Marty

Krawczyk-Walach, wykonana pod kierunkiem Pani Profesor Gra yny Chwatko, której celem

by o opracowanie nowych chromatograficznych metod oznaczania siarki sulfanowej, siarki

kwasowo-labilnej i tiosiarczanów w próbkach biologicznych (ro linach i moczu cz owieka).

Podj cie przez Doktorantk  takiej tematyki uwa am za uzasadnione. Tego typu badania s

intensywnie prowadzone na wiecie, a praca doktorska stanowi istotne ich rozwini cie

i uzupe nienie.

Praca liczy 174 strony, 55 rysunków, 20 tabel i 93 pozycje literaturowe. Cytowane

publikacje pochodz  w wi kszo ci z ostatnich dziesi ciu lat, co wskazuje, e temat pracy

dotyczy bardzo aktualnych zagadnie . Rozprawa podzielona jest na dwie g ówne cz ci –

cz  literaturow , poprzedzon  wykazem stosowanych skrótów i symboli oraz

dwustronicowym wst pem, i cz  eksperymentaln . Cz  literaturowa zosta a podzielona na

dwa rozdzia y. W pierwszym Autorka opisa a metabolizm siarkowodoru i jego rol

w organizmie wprowadzaj c czytelnika w to trudne zagadnienie. W rozdziale drugim

Doktorantka opisa a obecnie stosowane metody oznaczania siarkowodoru i dokona a ich

krytycznej analizy. Dotychczas opisane metody pozwalaj  oznacza  poziom H2S w krwi,

osoczu oraz tkankach zwierz cych, i s  do siebie do  podobne – w zdecydowanej wi kszo ci

opieraj  si  na reakcji z monobromobimanami. Podoba mi si  bardzo zamieszczona

w rozdziale obszerna tabela (Tabela 1), która porz dkuje aktualny stan wiedzy na ten temat

i pokazuje ewolucj  metod oznaczania H2S w ostatnich latach.

Cz  eksperymentalna pracy doktorskiej mgr Marty Krawczyk-Walach, zawarta na

stronach 53-145, podzielona jest na 5 rozdzia ów. Uk ad cz ci do wiadczalnej jest typowy

dla dysertacji w dziedzinie nauk cis ych i nie budzi adnych zastrze . Cz  ta sk ada si

z rozdzia ów po wi conych kolejno: stosowanym odczynnikom, roztworom i aparaturze,

stosowanym procedurom oznaczania siarkowodoru i jego form w próbkach ro linnych

i moczu cz owieka, oraz trzech rozdzia ów, w których przedstawione s  szczegó owe wyniki

dotycz ce opracowania procedur oznaczania form siarkowodoru w tkankach ro linnych,

oznaczania tiosiarczanów w próbkach warzyw krzy owych i wreszcie okre lenia korelacji
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pomi dzy ró nymi formami siarki w moczu osób na diecie bogatej w warzywa krzy owe.

ród oznaczanych zwi zków znalaz y si  siarka sulfanowa, siarka kwasowo-labilna,

tiosiarczany, cysteina, homocysteina, cysteinyloglicyna i tiolakton homocysteiny. Ca

ko czy dyskusja wyników oraz wnioski ko cowe.

Zastosowane w pracy, i przedstawione w rozdziale 4, procedury przygotowania

próbek do analizy sk ada y si  z kilku etapów: homogenizacji, redukcji z u yciem

chlorowodorku tris(2-karboksyetylo)fosfiny (TCEP), derywatyzacji z u yciem

tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego (CMQT), deproteinizacji i analizy

chromatograficznej. Bardzo dobrym pomys em Doktorantki by o przedstawienie stosowanych

procedur w postaci zamieszczonych na rysunkach 6-13 schematów, które pozwalaj

czytelnikowi w atwy sposób prze ledzi  poszczególne etapy przygotowania próbki.

W rozdziale 5 Doktorantka zamie ci a wyniki dotycz ce optymalizacji procedur

oznaczania form siarkowodoru – siarki sulfanowej i siarki kwasowo-labilnej, w próbkach

ro linnych,  w tym dobór warunków prowadzenia redukcji i derywatyzacji. Autorka stosuje

pocz tkowo dwa reduktory: ditiotreitol (DTT) i chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny

(TCEP), i po przeprowadzonych eksperymentach wykazuje nieprzydatno  tego pierwszego

do oznaczania siarki sulfanowej. W tym miejscu rodzi si  pytanie dlaczego Autorka nie

sprawdzi a innych stosowanych powszechnie reduktorów, np. borowodorku sodu? Jest on

bardzo skutecznym i szybkim w dzia aniu reduktorem, powszechnie stosowanym i dobrze

opisanym w literaturze, m.in. w licznych publikacjach Pani Profesor Gra yny Chwatko.

Zastosowany w pracy chlorowodorek tris(2-karboksyetylo)fosfiny spe nia  swoj  rol , dlatego

te  moje pytanie o NaBH4 nale y traktowa  nie jako zarzut a jako zwyk  ciekawo  badacza.

Pytanie budzi równie  dobór rodowiska reakcji. Skoro siarka sulfanowa jest uwalnia z H2S

w rodowisku zasadowym a siarka kwasowo-labilna w kwa nym, to czy konieczne by o

prowadzenie bada  optymalizacyjnych w tak szerokim zakresie pH (od 2 o 12)?

Opracowane przez Doktorantk  metody, po ich wcze niejszej kalibracji i walidacji,

zosta y zastosowane do oznaczenia obu form siarkowodoru w warzywach i owocach. Nale y

tutaj podkre li , e obie opracowane przez Doktorantk  metody oznaczania  siarki sulfanowej

i  siarki kwasowo-labilnej w próbkach ro linnych s  pierwszymi wykorzystuj cymi technik

HPLC z detekcj  UV-Vis, co jest niezaprzeczalnie du ym osi gni ciem i po raz kolejny

potwierdza aktualno  tematyki podj tej przez Pani  magister. Uzyskane wyniki powinny,

moim zadaniem, zosta  jak najszybciej opublikowane.
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Rozdzia  6 zawiera opis metody oznaczania tiosiarczanów w warzywach krzy owych

opartej na reakcji derywatyzacji TS za pomoc  CMQT a nast pnie oznaczeniu

chromatograficznym powsta ej pochodnej. Na podkre lenie zas uguje fakt, e i w tym

przypadku opracowana przez Doktorantk  metoda jest pierwsz  chromatograficzn  metod

oznaczania tiosiarczanów w warzyw krzy owych, która wykorzystuje technik  HPLC

z detekcj  UV-Vis.

W rozdziale 7, stanowi cym niejako ukoronowanie ca ej pracy, Doktorantka podj a

si  bardzo trudnej i ambitnej próby okre lenia korelacji pomi dzy ró nymi formami siarki

w moczu osób stosuj cych diet  bogat  w warzywa krzy owe. W ród oznaczanych zwi zków

znalaz y si : siarka sulfanowa, siarka kwasowo-labilna, tiosiarczany, cysteina, homocysteina,

cysteinyloglicyna i tiolakton homocysteiny. St enia tych analitów w moczu zosta y

wyra one w przeliczeniu na kreatynin  (mmol analitu na mol Crn), co pozwoli o skorygowa

dy zwi zane z nadmiernym rozcie czeniem lub zat eniem moczu i równocze nie unikn

jego bardzo k opotliwej zbiórki dobowej. W eksperymencie wzi li udzia  ochotnicy, którzy

wyrazili ch  na wprowadzenie do swojego codziennego jad ospisu co najmniej 200 g

warzyw krzy owych przez okres 3 tygodni. W tym miejscu uwa am, e warto by oby

zamie ci  w pracy troch  wi cej informacji dotycz cych stosowanej diety. Analizuj c

zamieszczone w tabeli 6 wyniki, mo na by si  spodziewa , e inaczej na zawarto  zwi zków

siarki w moczu b dzie wp ywa  spo ywanie 200 g kalarepy o najni szej zawarto ci

tiosiarczanów (7,64 nmol/g), a inaczej 200 g kapusty w oskiej zawieraj cej a  1110 nmol/g

TS. Otrzymane przez Doktorantk  rezultaty bada  s  bardzo interesuj ce i wskazuj , e

wzbogacenie codziennej diety o porcj  warzyw krzy owych mo e wp ywa  na wzrost

poziomu tiosiarczanów, siarki sulfanowej oraz siarki kwasowo-labilnej wydalanych wraz

z moczem. St enia tych trzech form siarki s  ze sob  wzajemnie powi zane przy wysokich

warto ciach wspó czynników korelacji. Równie  obecno  aminokwasów tiolowych w moczu

(Hcy, Cys i Cys-Gly) jest ze sob  skorelowana. Autorka wyci ga wnioski, e wszystkie

oznaczane zwi zki siarki, oprócz tiolaktonu homocysteiny, s  ze sob  powi zane, i e cz

zwi zków zawieraj cych ten pierwiastek jest kumulowana i usuwana z organizmu

w pó niejszym czasie. Wyniki te bez w tpienia stanowi  cenne ród o wiedzy na temat

wp ywu od ywiania na metabolizm zwi zków siarki i s  du ym osi gni ciem Doktorantki.
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Cz  eksperymentalna ko czy si  obszernym podsumowaniem i wnioskami

ko cowymi, które s  naturalnym zako czeniem bardzo dobrej, kompetentnej dyskusji.

Wnioski s  wiarygodne i w pe ni si  z nimi zgadzam.

Podsumowuj c, generalnie ca a rozprawa doktorska napisana jest bardzo dobrym

i komunikatywnym j zykiem, strona edytorska równie  nie budzi adnych zastrze .

Wszystkie eksperymenty zosta y starannie zaplanowane i prawid owo przeprowadzone, co

wiadczy o du ej dojrza ci naukowej Doktorantki. Ca  prac  oceniam wysoko.

Z obowi zku recenzenta musz  jednak zamie ci  par  uwag krytycznych. Niestety Autorka

nie ustrzeg a si  kilku nieprawid owych terminów, wtr tów obcoj zycznych i tzw. argonu

laboratoryjnego, np.:

- „elektrorozpylanie” – powinno by : „elektrorozpraszanie”;

- „organizm ludzki” – powinno by : „organizm cz owieka”;

- „ekstrakcja nadkrytyczna” – powinno by : „ekstrakcja za pomoc  p ynu w stanie

nadkrytycznym”;

- „supernatant” – powinno by : „roztwór nad osadem”;

- „nawa ki” – powinno by : „odwa ki”;

- „obj to  próbki wprowadzonej na kolumn ” – powinno by : „wprowadzonej do kolumny”.

Nie podobaj  mi si  równie  stosowane przez Autork  w pracy sformu owania: „oznaczanie

w tkankach ro linnych”, czy „oznaczanie w tkankach warzyw”. Tkanki ro linne wed ug

kryterium pochodzenia i budowy dzieli si  na tkanki twórcze (merystemy) oraz tkanki sta e.

Z kolei bior c pod uwag  pe nione przez nie funkcje, wyró nia si  tkank  okrywaj ,

zasadnicz  (mi kkiszow ), wzmacniaj  i przewodz . Autorka oznacza a zwi zki siarki

w ca ych, jadanych cz ciach warzyw (np. li ciach, korzeniu, odydze) bez „rozbierania” ich

na poszczególne tkanki. Dlatego te  dla mnie, jako po cz ci biologa, te sformu owania s

troch  ra ce.

Jest oczywiste, e powy sze, drobne uwagi nie maj  istotnego wp ywu na ocen

warto ci merytorycznej ca ej rozprawy. Stwierdzam, e praca doktorska mgr Marty

Krawczyk-Walach posiada wiele elementów nowo ci naukowej. Przedstawiona w pracy

metodyka bada  nie budzi zastrze , a sposób prezentacji wyników jest jasny i czytelny, za

ich interpretacja pokazuje, e Doktorantka potrafi logicznie i kompetentnie analizowa

uzyskane wyniki. Podsumowuj c uwa am, e przedstawiona mi do recenzji praca doktorska

mgr Marty Krawczyk-Walach spe nia wszelkie wymagania stawiane ustawowo rozprawom




