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Recenzja rozprawy doktorskiej
Mgr Moniki Kaczmarczyk
Pt. Badanie potaczen platyny z biatkami w ptynach ustrojowych metodami
spektrometrii atomowej i spektrometrii mas

Pani mgr Monika Kaczmarczyk wykonata pracg doktorska pod kierunkiem prof. Ewy
Bulskiej w Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej. Tematyka pracy dotyczy
opracowania procedur analitycznych pozwalajacych na oznaczenie platyny w réznych
formach wystgpujacych w plynach fizjologicznych. Tematyka jest niezwykle aktualna z
dwéch powoddw. Jednym z nich jest dostawanie si¢ do organizmu platyny ze srodowiska w
wyniku uzywania katalizatoréw spalin samochodowych, drugim — stosowanie zwigzkéw
platyny w terapii wielu nowotworéw. Pani mgr Monika Kaczmarczyk skupita si¢ na drugim
zrédle zwigzkow platyny w organizmie ludzkim. Badania dotycza surowicy krwi, do ktorej
podawane sg zwigzki platyny podczas chemioterapii oraz moczu, z ktérym sg wydalane z
organizmu. Poznanie specjacji platyny w obu plynach fizjologicznych w istotny sposdb
wzbogaca nasza wiedz¢ na temat losow stosowanych farmaceutykéw w organizmie ludzkim.
Obserwowane farmaceutyki w ocenianej pracy to cis-platyna i karboplatyna. Poniewaz
badania dotyczyly ptynéw fizjologicznych, konieczna byta zgoda Komisji Bioetyczne;.

Doktorantka takg zgode uzyskata w marcu 2008 roku.

Ocena strony techniczne;j i edytorskiej pracy.

Praca zostata przedstawiona na 170 stronach. Podzielona jest na wstep — przyblizajacy
tematyke¢ badan, jej tto medyczne i okreslajacy zalozone cele pracy, czesé literaturowg
(rozdzialy 1 — 6) - omawiajaca aktualny stan wiedzy scisle zwigzanej z zatozonymi celami,
cel pracy okreslajacy klarownie strategi¢ badan (rozdziat 7), czg$¢ eksperymentalng
(rozdziaty 8 — 12) - omawiajacg jasno i pogladowo a jednoczesnie wyczerpujgco i doglebnie

stosowane metody badawcze, zawierajaca wyniki badan eksperymentalnych i ich
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wszechstronng dyskusje¢. Zamieszczony jest spis cytowane;j literatury, 142 pozycje. Spis tabel
(27) i rysunkéw (61) ulatwia powrét do wybranych zagadnien. Rysunki i tabele dobrze
systematyzujg i wyjasniajag omawiane zagadnienia.

Odnosniki literaturowe s3 starannie dobrane. Sa odpowiednio cytowane i
wystarczajace.

Brakowalo mi spisu skrétdw oraz symboli uzywanych w pracy, co ulatwiloby jej
czytanie.

Praca jest bardzo starannie przygotowana pod wzgledem edytorskim. Na uwage
zasluguje estetycznie wyrdznione podsumowanie najwazniejszych osiggni¢¢ zamieszczone
pod kazdym rozdzialem w czgsci eksperymentalnej. Zdarzajg si¢ jednak do$¢ czeste bledy
tzw. literowki, nie jest jednak latwo je wszystkie wylapa¢ podczas wielokrotnego czytania

tekstu, co z pewnoscig bylo udziatem Doktorantki.

Ocena merytoryczna pracy.

Prébki biologiczne charakteryzuja si¢ bogata matryca, czyli zawartoscig wielu r6znych
zwigzkoéw chemicznych poza oznaczanym analitem. Wymaga to starannego opracowania
procedur analitycznych najpierw dla ukladéw modelowych, prostszych, a nastepnie dla
probek naturalnych dla wszystkich stosowanych technik analitycznych. Wazna jest dyskusja i
sprawdzenie mozliwych interferencji i staranne opracowanie statystyczne otrzymanych
wynikéw. Praca jest zmudna i czasochlonna, ale konieczna dla wiarygodnosci wynikéw.
Wszystkie te aspekty byly starannie brane pod uwage przez Doktorantke i opracowywane
procedury byly optymalizowane pod katem r6znych parametrow.

Wazne jest przemyslenie, jakie probki sa wazne dla osiagnigcia zamierzonego celu.
Jaki uklad modelowy bedzie najwlasciwszy. Jaki czas bedzie wlasciwy do pobrania
naturalnej probki po podaniu leku. W przypadku krwi — czy jest stosowany srodek
zapobiegajacy krzepnigciu lub tworzony skrzep, w przypadku moczu — czy wystarczy
jednorazowa dawka moczu rannego, czy wymagana jest dobowa zbidrka moczu. Doktorantka
zdawala sobie sprawg z wagi tego problemu. Krew byla pobierana po 24 godzinach od
podania leku, do probéwek prézniowych z granulatem do szybkiego wykrzepiania i
oddzielania surowicy. Czyli probka byta pozbawiona biatka fibrynogenu bioracego udziat w
skrzepie, ale za to nie zawierala sztucznie wprowadzonego antykoagulanta, ktéry mogt
LS. T e
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kompleksowaé platyn¢ i zmienia¢ obraz specjacji. Mocz byl pobierany réwniez po 24
godzinach od podania leku w przypadku karboplatyny, ktoéra jest szybciej usuwana z
organizmu i po 48 godzinach w przypadku cisplatyny. Naturalne prébki byly odpowiednio
przechowywane — w temperaturze — 20°C w dluzszym okresie i w temperaturze -4°C przez
kilka dni.

Oznaczane bylo calkowite st¢zenie platyny w probkach oraz st¢zenie platyny w
bialkach - po rozdzieleniu prébek za pomoca techniki wysokosprawnej chromatografii
cieczowej, HPLC lub techniki elektroforezy zelowej . Technikami stosowanymi do
oznaczenia platyny byly atomowa spektrometria absorpcyjna z piecem grafitowym (GF AAS)
oraz spektrometria mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (ICP MS). Na uwage
zashuguja stosowana technika mikroprébkowania laserowego potaczonego z ICP MS (LA ICP
MS)zeli poliakrylamidowych oraz zastosowanie zloza Multiple Affinity Removal Spin
Cartridges (MARS). Ztoze MARS umozliwilo usunig¢cie z surowicy krwi gléwnych bialek
(albuminy, globulin, transferryny) i wykazanie, ze biatka §ladowe roéwniez wigzg niewielkie
ilosci cis-platyny i karboplatyny. Brak odpowiednich wzorcéw uniemozliwit identyfikacje
polaczen.

Do rozdzialu bialek stosowano wysokosprawng chromatografie wykluczenia i
wysokosprawng chromatografi¢ jonowymienng. Poréwnane zostaly stosowane techniki
rozdziatu.

W pracy zastosowano tandemowg spektrometri¢ mas do identyfikacji potgczen platyny
z biatkami. Technika ta pozwala na uzyskanie szczegétowych informacji o badanej czasteczce
dzigki mozliwosci jej fragmentacji. Znaleziono wiele profili izotopowych, ktére
prawdopodobnie pochodzag od peptydow polaczonych z platyna. Prace te  beda
kontynuowane.

W badanych prébkach moczu stwierdzono wystgpowanie cis-platyny i karboplatyny w
ich niezmienionych postaciach, nie znaleziono sygnatéw od innych form. Stanowi to istotng
informacje.

Podsumowujac stwierdzam, Ze praca jest wykonana bardzo starannie, stosowano wiele
wspolczesnych, zaawansowanych technik analitycznych i pomiarowych, ktérych wyniki
poréwnano ze sobg. Praca zawiera bogaty material do$wiadczalny o istotnych elementach

nowosci naukowe;j.
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Podczas czytania pracy nasune¢lo mi si¢ kilka pytan i uwag do Doktorantki:
Str. 76 i nastgpne — Do wzorcowej surowicy krwi dodawano PtCl, w celu badania precyzji,
doktadnosci i odzysku dodanej platyny. Czy nie lepiej bytoby dodawaé podawane w terapii
zwiazki platyny?
Str. 82 — Tytul tabeli 16 nie wyjasnia, co zawiera tabela. Mozna si¢ tego dowiedzieé z tekstu,
ale tytut powinien zawiera¢ petng informacje.
Str. 119 — blednie umieszczono hemoglobing jako biatko wystepujace w surowicy krwi.
Str. 121 — W tabeli 20 jako faza ruchoma podane jest ,,50 mM octan sodu pH =7 oraz woda
(1:1)”. pH takiego roztworu nie jest 7.

W badanych prébkach moczu stwierdzono wystgpowanie cis-platyny i karboplatyny w ich
niezmienionych postaciach. Jak ta informacja wplywa na nasza wiedze o oddziatywaniach

obu farmaceutykéw w naszym organizmie.

W przypadku badania dobowej zbiérki moczu mozna by sie¢ pokusi¢ o oszacowanie bilansu
wprowadzonej do organizmu platyny. Moze wtedy tez znalazityby si¢ metabolity r6zne od

wprowadzanego leku.

Ciekawe byloby sprawdzenie zawartosci platyny w erytrocytach. Mogloby to daé poglad jaka
czes¢ wprowadzonej platyny przedostaje si¢ do wnetrza komérek.

Moje uwagi majg charakter dyskusyjny i w zadnym stopniu nie umniejszajg wysokiej oceny

pracy. Wyniki badan Doktorantki maja duze znaczenie poznawcze.

Reasumujgc stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr Moniki Kaczmarczyk spelnia
wymagania formalne stawiane pracom doktorskim, okreSlone ustawa o tytule i
stopniach naukowych i wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

o dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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