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RECENZJA

pracy doktorskiej magistra Rafata Roli pt. ,,Zastosowanie chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometrig mas w badaniu metabolitow witaminy D”

Recenzowana praca doktorska zostala zrealizowana w ramach programu ,.Doktorat
wdrozeniowy” w Laboratorium Diagnostycznym Masdiag Sp. z 0.0. w Warszawie.
Promotorem pracy jest dr hab. Sylwia Studzinska, prof. UMK z Katedry Chemii Srodowiska i
Bioanalityki Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, a promotorem
pomocniczym dr Tomasz Bienkowski, Prezes Zarzadu Spotki Masdiag.

Przedmiotem recenzowanej pracy bylo opracowanie doktadnych i mozliwie tatwych do
wykonania metod oznaczania metabolitow witaminy D (dla zwigztosci tg wspolng nazwa bede
okreslal witaminy D2 i D3) we krwi, a takze w mleku matek karmigcych. Nie ulega watpliwosci,
ze ze wzgledu na bardzo wazna rolg, jakg pelni witamina D w procesach zyciowych cztowieka
mozliwos¢ szybkiej oceny jej stezenia (a $cislej — jej czynnych biologicznie metabolitow) w
ptynach ustrojowych jest niezwykle istotne w diagnostyce medycznej. Stosowane najczesciej
metody immunoenzymatyczne charakteryzuja sie niezbyt wysoka doktadnoscia, a ponadto nie
umozliwiajg okreslenia stgzenia konkretnych metabolitow. Najlepsze wyniki uzyskuje sie
stosujgc technik¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometrig mas
(HPLC-MS), ale opisane do tej pory metody byly pracochtonne i kosztowne. Dlatego tez
podjete przez Laboratorium Diagnostyczne Masdiag badania majgce na celu opracowanie
stosunkowo prostej, szybkiej, doktadnej i niezbyt drogiej metody oznaczania mozliwie licznych
metabolitéw witaminy D byty jak najbardziej uzasadnione. Tego zadania podjat si¢ mgr Rafat
Rola, a opiekunem jego pracy w Laboratorium Masdiag byt dr Tomasz Bienikowski, wybitny
specjalista w dziedzinie spektrometrii mas i autor wielu publikacji naukowych z tej dziedziny.
Wspotpraca z dr hab. Sylwig Studzinska, prof. UMK z Katedry Chemii Srodowiska i
Bioanalityki Wydziatlu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, uznang
specjalistka w dziedzinie HPLC-MS, ktéra podj¢la si¢ opieki promotorskiej, zaowocowata
powstaniem pracy doktorskiej, ktora mam przyjemnos¢ recenzowad.

Podstawg pracy doktorskiej mgra Roli sa cztery publikacje w uznanych czasopismach
naukowych z dziedziny chemii analitycznej. Trzy z nich majg wspétczynnik wptywu IF réwny
4 lub powyzej, a jedno ok. 2, co §wiadczy o ich duzym znaczeniu. Opublikowanie wynikéw
pracy w tak dobrych czasopismach znacznie utatwia mi opracowanie tej recenzji, poniewaz
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wartos¢ merytoryczna i poprawnos¢ wynikéw badan Doktoranta zostaly juz starannie ocenione
przez recenzentow tych publikacji. W sklad rozprawy wchodzg takze dwa opracowania
wewnetrzne firmy Masdiag opisujace Standardowe Procedury Operacyjne dotyczace
oznaczania metabolitéw witaminy D w suchej kropli krwi i w surowicy. Ostatnim elementem
jest opis zestawu do badania st¢zenia metabolitow witaminy D w suchej kropli krwi, ktorego
powstanie bylo mozliwe m. in. dzieki badaniom mgra Roli.

W sytuacji, gdy podstawa pracy doktorskiej sg publikacje wieloautorskie bardzo wazne jest
ustalenie rzeczywistego wkiadu Doktoranta w ich powstanie. W przypadku recenzowanej pracy
nie ma watpliwoéci, ze wklad mgra Roli byl dominujacy. Swiadcza o tym zaréwno
oswiadczenia wspoétautoréw, jak i o§wiadczenie Doktoranta zamieszczone w rozprawie. Warto
tez podkresli¢, ze we wszystkich publikacjach mgr Rola jest autorem korespondencyjnym.

Sam uklad rozprawy doktorskiej nie jest typowy dla prac tego rodzaju. Przede wszystkim
brakuje wyraznego rozgraniczenia wstepu teoretycznego, czyli przegladu literatury obrazujace;
stan wiedzy w dziedzinie bedacej przedmiotem pracy oraz wynikow wiasnych. Pozytywnie
oceniam natomiast fakt, ze Doktorant nie zdecydowal si¢ na omawianie zawartosci
poszczegblnych publikacji, a swoje wyniki przedstawit w logicznej kolejnosci, biorge pod
uwage rodzaje badanych probek i kolejne etapy analiz.

Rozprawe rozpoczyna rozdzial, w ktérym Doktorant przedstawia cele i zatozenia swojej
pracy. Nie ma potrzeby ich przepisywania w tym miejscu, trzeba jedynie powiedzieé, ze celem
finalnym bylo opracowanie i wdrozenie w laboratorium Masdiag procedur do rutynowego
oznaczania stezenia metabolitow witaminy D w materiale biologicznym i — jak wynika z lektury
rozprawy — cel ten zostal osiggnigty. W rozdziale drugim, podzielonym na liczne podrozdziaty,
jest zawarty zaréwno przeglad literatury, jak i opis wynikéw wiasnych. Charakter przegladowy
majg podrozdzialy 2.1 i 2.2, w ktérych mgr Rola opisuje metabolizm witaminy D oraz znane
metody oznaczania jej metabolitbw w materiale biologicznym. Opis wynikéw uzyskanych
podczas wykonywania pracy doktorskiej mgr Rola rozpoczyna w podrozdziale 2.3,
zatytutowanym niemal tak samo jak cata rozprawa: ,,Zastosowanie chromatografii cieczowej
sprzezonej z tandemowa spektrometria mas w analizie metabolitow witaminy D”.

Swoja prace Doktorant rozpoczat od zbadania Sciezek fragmentacji jonéw [M + H]*
wzorcow metabolitoéw witaminy D, a takze ich pochodnych otrzymanych w wyniku reakcji
cykloaddycji  z  4-(4-dimetyolaminofenylo)-1,2,4-triazolino-3,5-dionem  (DAPTAD).
Pochodne tego typu sg stosowane w chemii analitycznej w celu zwigkszenia wydajnosci
jonizacji ESI mato polarnych zwiazkéw, bedacych sprzezonymi dienami. Mgr Rola wykazat,
ze takie pochodne nie tylko zwigkszaja czutos¢ detekcji, ale tez bardzo upraszczaja
fragmentacj¢. Uzyskane w tym etapie badan wyniki pozwolity na wybranie odpowiednich par
jon macierzysty — jon potomny w celu opracowania czulej i specyficznej metody oznaczania
metabolitow z wykorzystaniem $ledzenia wybranych sciezek fragmentacji (MRM — Multiple
Reaction Monitoring).

Drugi etap badan polegal na dobraniu optymalnych warunkéw rozdziatu
chromatograficznego metabolitéw witaminy D. Doktorant badat zarowno wplyw rodzaju fazy




stacjonarnej, jak i eluenta na skuteczno$¢ rozdziatlu metabolitow, a takze ich pochodnych
otrzymywanych w reakcji z DAPTAD. W rezultacie zbadania wielu réznych faz stacjonarnych
oraz eluentow mgr Rola wybrat , klasyczng” fazg stacjonarng C18 o rozmiarze ziarna 1,7 pm,
a do elucji w trybie gradientowym zastosowat faz¢ ruchomg ztozona z acetonitrylu z dodatkiem
0,1% kwasu mréwkowego i wody, rowniez z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego. W tych
warunkach do rozdziatu wybranych, derywatyzowanych metabolitow witaminy D wystarczyly
4 minuty, co oznacza mozliwos$¢ wykonania duzej liczby analiz w krotkim czasie. Ten fragment
rozprawy stwarza pewne trudnosci czytelnikowi, poniewaz Doktorant uzywa terminu
~metabolity” zaréwno dla okreslenia zwiazkéw natywnych, jak i ich pochodnych, ale zdaje
sobie sprawe, ze dodawania za kazdym razem stowa ,,pochodnych” w tekscie wygladatoby Zle.
Nie mniej jednak przynajmniej w podpisie do np. rys. 7 stowo ,,pochodnych” powinno sie
znalez¢.

Kolejny, bardzo obszerny podrozdzial 2.4 dotyczy metod przygotowywania probek
materiatu biologicznego do oznaczania metabolitdéw witaminy D. W jego kolejnych czesciach
Doktorant omawia szczegétowo sposob postepowania z suchymi kroplami krwi, surowicg krwi
oraz mlekiem ludzkim. Wykonane badania pozwolity na opracowanie metod chrakteryzujacych
si¢ wysokim stopniem odzysku badanych zwiazkow oraz dobrg powtarzalnoscig uzyskiwanych
wynikow.

Bardzo wazne wyniki z punktu widzenia zastosowania opracowanych metod analitycznych
w diagnostyce medycznej sg zawarte w podrozdziale 2.5. Przede wszystkim mgr Rola
potwierdzit, ze wyniki uzyskiwane dla surowicy oraz suchej kropli krwi sg ze soba $cisle
skorelowane, co potwierdza, ze te oba materialy mogg by¢ wykorzystywane zamiennie. W
dalszej czgsci tego rozdziatu zostaty opisane zastosowania opracowanych przez Doktoranta
metod do oznaczania metabolitéw witaminy D we krwi pepowinowej i obwodowej, a takze w
suchych kroplach krwi noworodkéw oraz mleku matek karmigcych. Ostatnia czes$é tego
rozdzialu dotyczyla badan populacyjnych, majacych na celu okreslenie zakresow
referencyjnych stgzenia metabolitéw witaminy D i zaleznosci pomiedzy ich stezeniami.

Na zakonczenie opisu wynikéw wilasnych mgr Rola zwiezle przedstawit swoj wkiad we
wdrozenie opracowanych metod do rutynowej analizy metabolitow witaminy D w laboratorium
Masdiag. Jako ze doktorat mgra Roli ma charakter wdrozeniowy, ta czes$¢ rozprawy jest bardzo
istotna, poniewaz pokazuje, ze wyniki jego badan rzeczywiscie znalazly zastosowanie

praktyczne i laboratorium Masdiag oferuje obecnie komercyjne analizy metabolitow witaminy
D.

Rozdziat 2 zamyka zestawienie cytowanej literatury liczace 82 pozycje. Podsumowujac te
czgS¢ rozprawy mgra Roli stwierdzam, ze wyczerpujaco, a rownoczesnie zwiezle przedstawil
on swoje najwazniejsze osiggniecia, czyli opracowanie metod oznaczania metabolitow
witaminy D u pacjentéw i zastosowanie tych metod do rozwigzywania praktycznych
probleméw w dziedzinie diagnostyki medyczne;.

Na pozostalg cze$¢ pracy doktorskiej mgra Rafata Roli skladaja sie kopie publikacji
naukowych oraz opracowan wewnetrznych laboratorium Masdiag, stanowigce podstawe tej




pracy, podsumowanie wynikow, streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, wykaz
dorobku naukowego Doktoranta oraz o§wiadczenia wspotautorow publikacji i opracowan.

Z edytorskiego punktu widzenia rozprawa doktorska mgra Rafata Roli jest przygotowana
bardzo starannie. Na szczego6lne podkreslenie zastuguje bardzo poprawny jezyk, ktérym praca
jest napisana, a co w dzisiejszych czasach niestety nie jest czeste, oraz staranna korekta — mimo
wysitkow z mojej strony nie udato mi si¢ znalez¢ zadnych btedow. Jedyny zarzut dotyczy tego,
ze praca jest wydrukowana jednostronnie. - na pewno nie jest to podejscie proekologiczne.

Podsumowujac niniejsza recenzj¢ pragne podkreslié, ze praca doktorska Pana mgr. Rafata
Roli dotyczy bardzo waznych i aktualnych zagadnien zwigzanych z oznaczaniem ilosciowym
metabolitow witaminy D we krwi pacjentow, a takze w mleku matek karmigcych.
Opublikowanie wynikéw w czterech cenionych czasopismach naukowych o zasiegu
migdzynarodowym i wysokim wspotczynniku wptywu IF §wiadczy o ich wysokiej wartosci
naukowej, a opracowanie i wdrozenie do produkcji pakietu, dzieki ktoremu pacjent moze sam
pobra¢ probke krwi i wysta¢ ja do analizy do laboratorium diagnostycznego — takze o wysokiej
wartosci praktycznej pracy mgra Roli. O$wiadczenia wspotautorow publikaciji, a takze samego
Doktoranta oraz fakt, ze we wszystkich pracach jest on autorem korespondencyjnym wyraznie
wskazujg na jego wiodacy udzial w ich powstaniu. Uwazam, ze recenzowana praca jest wrecz
modelowym przyktadem wilasciwie zrealizowanego doktoratu wdrozeniowego.

Nie mam zadnych watpliwosci, Ze recenzowana rozprawa spelnia wymagania
okreslone ustawg o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zaKresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (z pézniejszymi zmianami), w zwigzku z czym
wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr. Rafala Roli do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage bardzo wysoki poziom merytoryczny pracy doktorskiej mgr. Rafata Roli
oraz jej walory praktyczne skladam formalny wniosek o jej wyréznienie. Mgr Rola
opublikowat wyniki swoich badan wykonanych w ramach pracy doktorskiej w czterech
artykutach naukowych zamieszczonych w bardzo dobrych czasopismach migdzynarodowych o
wysokim wspoétczynniku wptywu i w kazdej z tych prac byl autorem korespondencyjnym.
Ponadto jest on wspotautorem 11 innych publikacji w czasopismach z listy JCR i 3 spoza tej
listy, a swoje wyniki prezentowal na kilku konferencjach naukowych. Wyniki jego badan
znalazly zastosowanie praktyczne, stajac si¢ podstawa oferty diagnostycznej laboratorium
Masdiag dotyczacej oznaczania metabolitow witaminy D. Na podkreslenie zastuguje tez fakt
bardzo starannego przygotowania rozprawy doktorskiej, zarowno pod wzgledem jezykowym,
jak i edytorskim. Dlatego tez oceniam rozprawe doktorskg mgra Rafata Roli jako wyrézniajaca
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