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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Maniki Kaczmarczyk
,Badanie polaczen platyny z biatkami w ptynach ustrojowych metodami spektrometrii atomowej
i spektrometrii mas” '

Metale szlachetne, w tym platyna, ze wzgledu na unikalne wiasciwosci, od wielu lat sq szeroko
wykorzystywane w réznych dziedzinach dziatalnosci ludzkiej. Jednym z niezwykle istotnych obszarow
zastosowania platyny jest medyeyna, Platyne wykorzystuje sig do produkc] urzadzen biomédycznych
stosowanych w leczeniu chordb serca (np. rozrusznikow serca, defibrylatoréw, cewnikow
elektrofiziologicznych, stentow) oraz mikrourzadzeh neuromodulacyjnych (np. stymulatoréw mbzgu,
implantow slimakowych). Jednym z najnowszych zastosowan 3 cewki wykonane z drutu platynowego
stosowane w leczeniu tetniakéw. Niezwykle cenng wiasciwoscig platyny, ktora znalazia zastosowanie w
leczeniu wielu nowotworow, jest zdolno$¢ niektérych jej komplekséw do hamowania podziaiu komérek
zywych. Najbardziej znanymi zwigzkami platyny wykorzystywanymi w terapii nowotworow jader |
jajnikéw oraz coraz czgéciej nowotworow glowy, pecherza moczowego i jelita grubego sa; cis-platyna
(cis-diaminadichloroplatyna(ll)), karboplatyna (cis-diamina(1,1-cyklobutanodikarboksylano) platyna(ll))
oraz oksaliplatyna. Zwiazki te w organizmie ludzkim wiazane sq przez biatka oraz pefnigce réwnie
wazne funkcje zwigzki drobnoczasteczkowe. Badaniami dotyczacymi identyfikacji i funkcji biatek oraz
metaholitéw w organizmie zajmujg sie nowe dziedziny nauki - proteomika | metabolomika. Ich rozwé)
prowadzi do poznania i zrozumienia zjawisk zachodzacych wewnafrz komérki, co moZe pozwoli¢ w
przysztosci na modelowanie nowych lekow, indywidualng terapie i monitorowanie jej postepow. Badania
tego typu wymagajg interdyscyplinamego podejscia, gruntownej wiedzy | zastosowania wielu
komplementamych, ultraczutych metod analitycznych. Opisane w literaturze badania potaczefi lekow
zawierajacych platyne z biatkami i metabolomami prowadzone sa w wiekszosci w roztworach
modelowych. Niewiele jest prac prowadzonych w rzeczywistych prébkach klinicznych, dlatego niezwykle
waZne jest opracowanie metod | procedur analitycznych pozwalajacych na identyfikacje i oznaczanie

form chemicznych, w jakich platyna moze wystepowa¢ w materiale klinicznym.
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Rozprawa doktorska mgr Moniki Kaczmarczyk wpisuje si¢ w nurt badar prowadzonych w tej dziedzinie
na swiecie, Przedlozona rozprawa liczy 170 stron i sktada sie z 12 rozdzialow, w tym 6 rozdziatow
czesci literaturowej oraz 6 rozdzialéw czesci doswiadczalnej. Praca zawiera 61 rysunkaw | 27 tabel, zas
cytowana bibliografia obejmuje 142 pozycje. Badania, ktorych wyniki prezentowane sg W pracy
doktorskiej, wykonane zostaly pod kierunkiem prof. dr hab, Ewy Bulskiej w Pracowni Teoretycznych
Podstaw Chemii Analitycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.

Badania zaplanowane w rozprawie, a wymienione W tytule, wymagaja dysponowania niezawodnymi,
dokladnymi i czutymi procedurami oznaczania platyny i jej potaczen w probkach klinicznych. Wiadomo,
7 0znaczanie catkowitej zawartoéci platyny w probkach Klinicznych wymaga zastosowania czulych i nie
obarczonych interferencjami technik detekcji, ale $ledzenie jej potaczen z biatkami jest znacznie
trudniejszym zadaniem analitycznym. Uzyskanie rzetelnych wynikow oznaczeh moze nastapic jedynie w
wyniku polaczenia umiejetnosci wiasciwego przygotowania probek kKlinicznych przed etapem
oznaczania, zapewniajacego zachowanie istniejacych polaczen anality, ze znajomoscia jego
whasciwosci fizykochemicznych oraz prawidlowym wyborem  techniki rozdzielania i oznaczania.
Doktorantka, ze wzgledu na niskie granice wykrywalnosci oraz selektywnos¢, jaka techniki oznaczania
wybrata atomowg spektrometrig absorpcyjng z atomizacig elektrotermiczng oraz spektrometrie mas z
jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprzezonej, zaé jako metody rozdzielania elekiroforeze zelowa |
wysokosprawna chromatografie cieczowa, z wykorzystaniem kolumn wykluczania i jonowymiennych. Do
identyfikacji biatek mgr Kaczmarczyk zaproponowala zastosowanie tandemowej spektrometrii mas po
uprzednim rozdzieleniu indywidudw na kolumnie w odwroconym uktadzie faz.

Czeéé literaturowa pracy zawiera krétki opis historii odkrycia oraz przyktadowych zastosowan
platyny, ze szczegdinym naciskiem polozonym na jej wykorzystanie w lekach stosowanych w terapii
przeciwnowotworowej. Opisana jest rownieZ toksycznos$¢ cisplatyny i karbolatyny na organizm ludzki. W
kolejnych rozdziatach Doktorantka porusza zagadnienia zwigzane z analizg specjacyjng platyny,
przedstawia informacje na temat potaczen platyny z biatkami: albuminami, hemoglobing i
metalotioneinami. Szerzej opistje metody badania platyny w probkach klinicznych, szczegoinie
koncentrujac sie na technikach stosowanych w doswiadczalnej czedcei pracy. Przedstawia rowniez
przyktady wykorzystania opisywanych technik w badaniach oddzialywania zwigzkow platyny z biatkami i
rozdzielania form cisplatyny. Dobér tresci w tej czeéci pracy jest wiadciwy, jednak brakuje w niej
podsumowania, w ktérym Dktorantka, po przedstawieniu stanu wiedzy w tym obszarze, pokazuje
nierozwigzane problemy i uzasadnia podjecie badan.

Prezentacje wynikéw badar wtasnych Doktorantka rozpoczyna od opisania metodyki przygotowania do
badaf probek klinicznych: surowicy krwi i moczu pacjentéw poddawanych chemoterapii. Kolejny
rozdzial (numer 10) jest w zasadzie przygotowaniem metodycznym do oznaczania platyny w matrycy
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biologicznej technikami GFAAS i ICP-MS. Doktorantka we wstepie do rozdzialu zaznacza, ze obie
stosowane techniki pomiarowe zostaly zoptymalizowane, zwalidowane i zbadano wptyw interferentow
na oznaczanie platyny. Zasadniczo badania zaplanowano prawidiowo, ale do tego rozdziatu mam
najwiecej uwag krytycznych. W przypadku obu technik nie podano w jaki spos6b wyznaczano granice
wykrywalnosci | oznaczalnosci platyny. Jako przygotowanie probek klinicznych do oznaczania platyny
proponowane jest ich rozciericzenie 1% HNOs z dodatkiem Tritonu X-100, a trzeba mie¢ na uwadze, ze
dodatek taki zmieni réwnowagi w probkach i moze spowodowaé uwolnienie platyny z potaczen z
hiatkami, rowniez tymi ktére powstaly podczas inkubacji probek surowicy lub moczu z platyng (ciekawe,
czy badania takie byly prowadzone przez Doktorantke lub sa opisane w literaturze). Doktorantka
zaznacza (str. 51), ze niedostepne sa certyfikowane materialy odniesienia dla probek klinicznych.
Obecnie dostepne s CRM z certyfikowang zawartoscig Pt (np. NIST-2670A i SERO201205 dla moczu,
SER0201405 dla surawicy, SERO210105 dla krwi) oraz kontrolny materiat surowicy krwi z podanymi
zawartosciami pierwiastkow Sladowych, w tym platyny (na poziomie ng/L) np. ClinChek® - Control
Plasma Control lyophilised 8883, ktory mozna zastosowa¢ do wewnatrzlaboratoryjnego zapewnienia
jakosci.

Technika GFAAS: Optymalizacie programu wzrostu temperatur w kuwecie grafitowej w cyklu
analitycznym doktorantka prowadzita dla probki wzorcowej surowicy krwi — zabraklo jednak wyjasnienia
co oznacza ten termin- czy jest to mieszanina gléwnych bialek surowicy z dodatkiem platyny, czy tez
jest to usredniona probka surowicy pobranej np. od wielu pacjentow. Wprawdzie na stronie 59 pojawia
sie wyjaénienie, ze wzorcowa surowica krwi pochodzita od zdrowego ochotnika, ale kolejng watpliwosc
budzi wyjaénienie, Ze platyne dodawano w postaci PIClz, zwigzku nierozpuszczalnego w wodzie (str 59,
76, 100). Zaskoczona jestem niskg czulodcig oznaczen platyny technika GFAAS - szczegdinie, ze
korzystano z pomiaru absorbancji maksymalnej (w moich badaniach w standardowych warunkach
czulodé jest niemal 10-krotnie wyzsza), oraz tak szerokim zakresem prostoliniowosci wykresow
wzorcowych - w zakresie 2 rzedéw wielkoéci (od 11 do 1000 ug/L). Nie jest jasne, czy wplyw
rozpuszczalnika na oznaczanie platyny badano dla wodnych roztworéw wzorcowych czy roztworow
zawierajacych surowice krwi (bardziej poprawnie), | w jaki sposob (dla jakich roztworow) wyznaczona
jest np. granica oznaczalnosci, Wiadomo, Ze granice oznaczalnosci uzyskiwane dla prostych roztworéw
wzorcowych (tzw. granice instrumentalne) sg zwykle wielokrotnie nizsze niz dla probek rzeczywistych,
zawierajacych ziozong matryce. Podrozdziat ze str. 60 doktorantka zatytutowata ,Badanie precyzji i
dokiadnosci wykonywanych pomiaréw’, ale wyniki zamieszczone w tabeli 6 pozwalajg jedynie na
oszacowanie precyzji pomiarow.

Ciekawe sg badania dotyczace otoczenia spektralnego linii rezonansowej platyny prowadzone technikg,
HR CS FAAS, jednak ich wyniku mozna bylo sig spodziewa¢ analizujac linie spektralne wybranych do
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badan interferentow. Jedynie linia spekiralna glinu (265,248 nm) znajduje si¢ w poblizu linii platyny
(265,945 nm), jednak odlegtosc mied'zy nimi (0,697 nm) jest zbyt duza, aby mozna ja byio
zaobserwowaé na wysokorozdzielczym widmie platyny rejestrowanym w zakresie od 265,7980 do
66,0005 nm. Niepokoi faki, 2e ocena wplywu interferentow na sygnal analityczny platyny
przeprowadzona zostata w oparciu o absorbancje rejestrowanych roztworow o wartosciach ponizej
0,005 j.2., co Z pewnoscia wplywa na precyzje i dokfadnosc pomiarow. Uwazam, ze ten fragment pracy
- badania przeprowadzone tylko w wodnych roztworach modelowych - nie ma bezposredniego zwigzku
7 tematem prezentowanej rozprawy. Istotne dia rozprawy bylyby obserwacje prowadzone dla probek
surowicy i moczu, ktore zawieraja w swojej matrycy znacznie wigcej potencjainych interferentow.
Technika ICP-MS: Opis elementow spektrometru przedstawiony na stronach 69-70 powinien znalez¢
sie w czescl literaturowej w rozdziale po$wigconym technice ICP-MS. W celu zapewnienia wiasciwe
pracy spektrometru analityk powinien kazdego dnia pomiarowego wykonywac pewne standardowe
czynnosci, m.in. sprawdzenie czuloéci dla oznaczanych pierwiastkow i ustalenie takich parametrow, aby
uzyskiwaé minimalne intensywneéci sygnatdw od tlenkow i jonow podwojnie natadowanych. W tym
kontekscie zbedne jest zamieszczenie w pracy tabeli 7. Dane zamieszezone w tabeli 9 znajdujg sig juz
w czesci literaturowe (str. 29). Celem zastosowania wzorca wewnetrznego jest uwzglednienie podezas
pomiaréw efektywnosci transportu probki do plazmy oraz efektywnoséci detekcji. Prawidiowa korekcje
zapewnia uzycie wzorca o masie atomowej zblizonej do masy oznaczanego analitu oraz zblizonej
energii jonizacji. Z tego punktu widzenia wyb6r rodu ('3Rh) jako wzorca wewnetrznego do oznaczania
platyny techniki ICP-MS nie jest najlepszy, gdyz liczby masowe obu pierwiastkow roznig sig prawie
dwukrotnie (195Pt). Uzasadnienie wyboru tego wzorca znalez¢ mozna dopiero w rozdziale 11.2.
Komentarz pod Tabelg 13 nie jest poprawny z punktu widzenia metrologii chemicznej,

W rozdziale 11 mgr Monika Kaczmarczyk opisuje badania dotyczgce wiasciwego tematu
rozprawy doktorskiej. Doktorantka rozpoczyna prace od zoptymalizowania procesu rozdzielania biatek
technikg elekiroforezy Zelowe] na 2elu poliakrylamidowym, nastgpnie optymalizuje procedure
oznaczania Pt w zelu technikq ICP-MS polaczong z ablacjg laserowg (LA). Zaproponowana technika
analityczna pozwala na uzyskanie informacji o rozmieszczeniu platyny w rozdzielonych na Zzelu
biatkach. Warto podkresli¢, ze technika LA-ICP-MS jest malo rozpowszechniona w analizie probek
biologicznych, przede wszystkim ze wzgledu na trudnosci zwigzane z wzorcowaniem. Brak komercyjnie
dostepnych wzorcdw zwykle ogranicza jej wykorzystanie do okre$lenia wzglednych roznic pomigdzy
zawartoscig pierwiastkéw w réznych obszarach badanych tkanek (metoda polilosciowa). Doktorantka
zaproponowala rozwiazanie polegajace na przygotowaniu wlasnych wzorcow z Zelu wzbogaconego w
analit oraz wzorzec wewnetrzny — rod. W ten sposob uzyskata wykres kalibracyjny, na podstawie
ktérego wyznaczyta zawarto$¢ platyny we frakcjach bialek rozdzielonych na zelu. Zastosowanie ,malej"
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komory ablacyjnej pozwolito na podniesienie czutosci, precyzji oraz szybkosci 0znaczer w porownaniu z
danymi literaturowymi [odn. 55 i 125). Badania mgr Kaczmarczyk pozwolity na zobrazowanie zawartosci
Pt w biatkach po ich elektroforetycznym rozdzieleniu i potwierdzenie, ze Pt w surowicy zwigzana jest
glownie z albuminami i transferyng, Wykorzystanie zloza Multiple Affinity Removal Spin, na ktorym
oddzielone zostaly gtéwne bialka surowicy (albuminy, transferyny, globuliny), pozwolito Doktorantce na
stwierdzenie, ze cisplatyna i karboplatyna wigzane sg rowniez przez inne bialka obecne w surowicy
krwi. Eksperymenty takie warto kontynuowa¢. Badania dotyczace elektroforetycznego rozdzielania
bialek i oznaczania Pt technikg LA-ICP-MS zostaly logicznie zaplanowane, starannie wykonane i
opisane. Uwagi mam jedynie do komentarza pod rysunkiem 30 (str. 110), w ktdrym mgr Kaczmarczyk
pisze, ze ,zgodnie z przewidywaniami nie zarejestrowano wzrostu sygnatu platyny na catej diugosc
paska’. W opublikowanych pracach [odn. 119] opisano efekt zanieczyszezenia platyng  zeli
elektroforetycznych, o czym Doktorantka wspomina zresztg na str. 37. Prosze rowniez o wyjasnienie,
jakie stezenia siarczanu (V1) dodecylu sodu (SDS) badano w pracy, gdyz z danych literaturowych [odn.
117] wynika, ze 1% stezenie SDS nie powoduje rozerwania potaczenia biatko-Pt.

W dalszej czesci pracy mgr Kaczmarczyk do rozdzielania biatek surowicy proponuje, niestety bez
powodzenia, zastosowanie wysokosprawnej chromatografii wykluczania. Zastosowanie tej techniki
pozwolito jednak Doktorantce na oddzielenie zwigzkow zawierajacych platyne (cisplatyna) zwiazanych z
biatkami od form niezwiazanych i ich ilo§ciowe oznaczenie w surowicy pacjentéw po chemioterapii
Wydaje sie, ze roznica pomiedzy zawartoscia Pt w surowicy oznaczong technikg SEC-HPLC ICP-MS i
bezposrednio technika ICP-MS moze by¢ spowodowana rowniez pozostaniem czesci zwigzkow
zawierajacych platyne na kolumnie, Czy badania takie byly prowadzone w pracy?

Chromatografie jonowymienng Doktorantka zastosowata do badania reakcji hydrolizy cisplatyny i
karboplatyny w roztworach wodnych, roztworach zawierajgcych jony chlorkowe oraz w moczu.
Opracowana procedura rozdzielania, ze wzgledu na roéznice w czasach retencji obu lekow, pozwolita
rowniez na ocene, ktorym zwigzkiem leczeni byli pacjenci i ilosciowe oznaczenie platyny w badanych
probkach. W ostatnim rozdziale rozprawy Doktorantka za pomacg tandemowej spekirometrii mas
potwierdzita swoje wezedniejsze obserwacie, ze w surowicy krwi cisplatyna i karboplatyna taczg sie ze
zwigzkami 0 matych masach czasteczkowych (2000-4200Da), prawdopodobnie peptydamii.

Ocena redakeyjnej strony pracy :
Odbior pracy utrudnia wiele bledéw sktadniowych i literowych (z wyjgtkiem rozdziatu 11). Docenié
jednak nalezy starannie przygotowane rysunki. W pracy wystepujg réwniez pewne potknigcia

terminologiczne. Ponizej przedstawiam wybrane przyklady niezrecznych lub btednych sformulowan
uzytych w pracy oraz zauwazonych bledow i omytek Doktorantki.
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Nr strony Jest Powinno by¢
pracy ‘ .
22 woltamperometria absorpeyjna i " woltamperometria adsorpcyjna
25 Stosuje si¢ roznego rodzaju  detektory, np. ‘
spektrofotometrie UV-VIS, ... i
27,53 | efekt Zemana ) efekt Zeemana
29 Interferencje izobaryczne naleza do grupy interferencii
spektralnych, ktore sg wynikiem powstawania jonow
izobarycznych, podwojnie natadowanych i
wieloatomowych i niskiej rozdzielczosci spektrometru.
Blednie podany Jest jeden z jondw izabarycznych
powodujacych interferencie podczas oznaczania Pt
) technikg ICP-MS, mianowicie '*4YbO" _ ” B
2932136, | monowodna cisplatyna, forma  jednouwodniona, | zhydrolizowana cisplatyna,
137,138 | dwuwodnacisplatyna akwakompleks  cisplatyny:  cis-
diaminaakwachloroplatyna (Il) cis-
o ) diaminadiakwacisplatyna(ll)
42 | skimmer ‘ zgarniacz
61 niewlasciwy odnosnik literaturowy
72 | Mainhardta Meinharda a
72 | stezenie Rh 10 g/l ) 10 g/l
82 brak opisu kelumn w taheli 16 .
| 84,85 N',N'-methyleno-bis-akrylamid N',N'-metyleno-bis-akrylamid
85 wybarwiania odbarwiania
86 transferryna transferyna .
99 ‘warunki aparaturowe warunki pomiarowe
| 115 lrys28 rys 29 ) |
121,122 | chromatografia wykluczenia chromatografia wykluczania
100,101,123 | wspdiczynnik korelacji wspolczynnik determinacii
129,130 | |
136 20s 230s ‘
146 Elektrosprej ) . | elektrorozpraszanie
146 Opis techniki ES| znajduje sie juz na str. 41-42 (czest
| literaturowa) ) _
© 160-170 | Niejednolity sposob cytowania literatury: petne nazwy
‘ czasopism oraz skroty, mate i duze litery w tytulach
angielskich, brak wydawcy przy niektérych pozycjach,
w odn. 59 brak tytulu czasopisma i wolumenu,

Wymienione uwagi dotyczace strony redakcyjnej nie wplywaja na pozytywng oceng merytorycznej

czeéci pracy. Mgr Monika Kaczmarczyk Doktorantka postawita sobie w pracy ambitne cele —

,Opracowanie scenariusza badania polaczen platyny z biatkami surowicy krwi oraz podjgcie proby

odpowiedzi ha pytanie jakie bialka biorg udzial w leczeniu chordb nowotworowych i transporcie lekow

platyny”. Pierwszy z zalozonych celéw jest konsekwentnie realizowany w kolejnych etapach pracy

badawczej. Natomiast drugi cel nie zostat sformutowany poprawnie, gdyz w czeSci literaturowej

Doktorantka wyjasniajac mechanizm dziatania lekow platynowych (str. 14) stwierdza, ze "frakcja leku

zwiazana z biatkiem nie wykazuje aktywnosci przeciwnowotworowe]’. Po zapoznaniu si¢ Z rozprawg

6



}DD DINSTYTUT CHEMI UWB ) NR FAKSU :7478113 @3 MAR. 2812 12:09 STR. 7

uwazam, Ze bardziej poprawne sformufowanie celu powinno brzmiec .zbadanie oddzialywania lekow
zawierajacych platyne z biatkami ptynow ustrojowych”.

Zaproponowane W pracy procedury analityczne stanowia oryginaine rozwigzanie problemow
naukowych, a takze wykazuja umiejgtnos¢ prowadzenia pracy naukowej. W trakcie wykonywania pracy
Doktorantka prowadzita badania na kilku rodzajach spektrometrow (GFAAS, HR CS FAAS oraz ICP-
MS) sprzegajac tg aparature z technikami chromatograficznymi, elektroforeza Zzelowa, oraz systemem
ablacji laserowej. Jestem przekonana, ze mgr Monika Kaczmarczyk jest obecnie specijalistkq w

postugiwaniu sie tymi technikami,

Podsumowujac moja ocene rozprawy doktorskiej mgr Moniki Kaczmarczyk stwierdzam, ze
recenzowana rozprawa spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w art.13 Ustawy 0
stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 r. i wnosze do Rady Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie pani mgr Moniki Kaczmarczyk do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

P%QZV\(W«, Q,0%, 4019

% qﬂ;ﬂ&ﬁ&@ @fﬁ@{ﬁw’{ﬂ





