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Recenzja

rozprawy doktorskiej autorstwa mgr DOROTY WIRKUS a zatytulowanej
»Opracowanie i zastosowanie metod oznaczania witamin oraz pierwiastkow sladowych

w ultrafiltratach pobranych od pacjentow poddawanych cigglej terapii nerkozastepczej”

Leczenie nerkozastepcze stosowane w ostrej niewydolnos$ci nerek zwigzane jest ze
zwigkszonym ryzykiem utraty istotnych fizjologicznie substancji endogennych takich jak:
aminokwasy, witaminy czy pierwiastki $ladowe. Nie jest do konca pewne czy za utrate wyzej
wymienionych zwigzkoéw stoi usuwanie tych zwigzkéw z ultrafiltratem, sorpcja na btonach
hemofiltratow czy moze roOwniez niewystraczajaca podaz witamin i mikroelementow w diecie
pacjentow. Z tego tez naukowego, ale i utylitarnego, klinicznego, punktu widzenia bardzo
interesujacym stato si¢ okreslenie czy i w jakiej ewentualnie ilosci zwiazki te sg usuwane w
wyniku zastosowanych ciagglych terapii nerkozastepczych.

Oceniana praca doktorska mgr Doroty Wirkus wykonana pod kierunkiem pp.
Profesoréw Piotra Stepnowskiego z Uniwersytetu Gdanskiego i Radostawa Owczuka z
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego jest bardzo dobrym 1 cennym przykladem

kompleksowego podejscia do badan ztozonych proceséw biologicznych.



Przedstawiona praca jest podsumowaniem badan Autorki nad jakoSciowym i
iloSciowym oznaczaniem dwunastu witamin rozpuszczalnych w wodzie oraz wybranych
pierwiastkow §ladowych w ultrafiltratach pobranych od pacjentoéw poddawanych ciagte;j terapii
nerkozastepczej. Probki do badan pobierane byty od chorych na oddziale Kliniki Anestezjologii
i Intensywnej Terapii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Wyniki badan Doktorantki
zostaly opublikowane w renomowanym czasopismie Journal of Chromatography B (5-letni
Impact Factor 2,711). Uzyskane wyniki badan zawarte w pracy doktorskiej byly takze
prezentowane na krajowych i miedzynarodowych sympozjach specjalistycznych. Dysertacja
potwierdza dobrg wiedze 1 umiejetnosci kandydatki do stopnia naukowego doktora nauk
chemicznych.

Rozprawa doktorska mgr Doroty Wirkus jest niezwykle obszerna, obejmuje bowiem
praktycznie az 180 stron. Cze$¢ teoretyczna, zajmuje okolo 65 stron i zawiera bardzo
szczegbtowe informacje dotyczace badanej problematyki. Kompleksowo zostaty opisane
zagadnienia takie jak m.in.: wlasciwosci fizykochemiczne oraz znaczenie biologiczne witamin
rozpuszczalnych w wodzie oraz stosowane techniki przygotowania prébek i oznaczania
witamin z uzyciem HPLC i HPLC-MS. Skrotowo opisano znaczenie biologiczne pierwiastkow
sladowych. Szczegdtowo scharakteryzowane zostaly takze techniki leczenia nerkozastepczego.

Cel pracy zostat odpowiednio uzasadniony i jasno przedstawiony. Realizacja gldownego
celu zostala szczegdlowo rozpisana na konkretne zadania badawcze obejmujace m.in:
opracowanie i optymalizacje metody jednoczesnego oznaczania witamin rozpuszczalnych w
wodzie z zastosowaniem HPLC z detektorem UV-Vis oraz LC sprzgzonej ze spektrometrig
mas; sprawdzenie stopnia sorpcji witamin na hemofiltrach; wykorzystanie technik
membranowych do wstepnego zatezania probek klinicznych; oczyszczanie probek klinicznych
z wykorzystaniem zywic jonowymiennych, a takze oznaczanie jako$ciowe i ilo§ciowe witamin
1 pierwiastkéw $§ladowych w probkach pobranych od chorych poddawanych ciaglej terapii

nerkozastepcze;.



Czgé¢ doswiadczalna napisana jest bardzo doktadnie i z uwzglednieniem kolejnych
aspektéw pracy eksperymentalnej jak m.in.: optymalizacji metod oznaczania badanych
zwiazkoéw, opracowanie metod izolacji 1 zat¢zania witamin z pobranych probek, walidacja
opracowanych metod analizy; sprawdzenie sorpcji witamin rozpuszczalnych w wodzie na
hemofiltrach stosowanych w aparatach do ciaglej terapii nerkozastepczej czy wreszcie
oznaczanie pierwiastkow Sladowych w ultrafiltratach z zastosowaniem absorpcyjnej
spektrometrii atomowej. Omowienie wynikow i ich dyskusja sa napisane szczegoétowo i bardzo
rzetelnie. Udokumentowane zostaty w 40 tabelach i na 35 rycinach. Na pismiennictwo trafnie
dobrane i umieszczone w pracy sklada sie uwaga az 345 (1) pozycji literaturowych. Swiadczy
to niewatpliwie o tytanicznej wrecz pracy bibliograficznej i merytorycznej Autorki rozprawy.

Niewatpliwymi osiggni¢gciami Doktorantki opisanymi w rozprawie jest opracowanie
odpowiednio czulej i selektywnej metodyki jakosciowego i ilo§ciowego oznaczania witamin z
grupy rozpuszczalnych w wodzie (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12) oraz wybranych
pierwiastkow sladowych (Zn, Cu, Cr, Cd, Pb, Ni). Wysoce interesujagcym sg wnioski dotyczace
braku przydatnosci techniki SPE do izolacji wybranych witamin z matrycy biologicznej jaka
jest ultrafiltrat po ciaglej terapii nerkozastepczej. Tak samo zreszta wykazano brak mozliwo$ci
zastosowania odwroconej osmozy jako metody izolacji witamin z zebranych probek.
Wykazano za to uzyteczno$¢ zywic typu DEAE Sephadex jako sorbentu stuzacego do
oczyszczania prébek ultrafiltratdw w celu oznaczania witamin z grupy rozpuszczalnych w
wodzie. Wreszcie najcenniejszym wnioskiem z przeprowadzonych badan, skadingd wczesniej
juz postulowanym, jest wykazanie/potwierdzenie wplywu ciagtej terapii nerkozastepczej na
zmniejszone poziomy niektorych witamin rozpuszczalnych w wodzie oraz pierwiastkow
sladowych w organizmach chorych poddawanych terapii.

Praca doktorska mgr Doroty Wirkus jest bardzo wartosciowa badawczo i ma
niewatpliwe walory praktyczne. Chcac by¢ jednak rzetelnym recenzentem, musze zwrdcic

jeszcze uwage na nastepujace aspekty pracy. Pierwsze pytanie jakie pojawia si¢ po przeczytaniu



pracy to czym kierowano si¢ przy wyborze zestawu witamin 1 pierwiastkow sladowych, ktore
nastepnie analizowano w ultrafiltratach? Czy przeprowadzono badania stabilno$ci roztwordéw
wodnych poszczegdlnych witamin a szczegdlnie witaminy C? Dobrze poznang wlasciwoscia
witaminy C jest jej mata stabilno$¢ strukturalna szczegolnie pod wptywem czynnikéw takich
jak obecnos¢ tlenu, temperatura i promieniowanie UV o czym Autorka pisze zreszta na str. 99
pracy. Moze wlasnie ta cecha witaminy C stoi za trudnosciami analitycznymi jej rozdzielenia
w uktadach poréwnywanych i analizowanych uktadach chromatograficznych. W Tabeli 15 brak
jest wymienionej w tekScie na str. 79 charakterystyki pacjentow poddanych leczeniu jak ptec,
wiek 1 rodzaj zastosowanej terapii. Zalecalbym jednak stosowanie jednego typu jednostek
miary stezenia a nie tak jak jest w pracy na str. 83 jednostka st¢zenia jest ‘ppm’ a np. w Tabeli
23 ‘ug/ml’. Na str. 84 optymalne warunki analizy chromatograficznej oraz pracy spektrometru
mas przedstawione sg w Tabeli 19 oraz takze w Tabeli 25 o czym juz nie ma informacji w
teksécie. Nie do konca jest jasne co Autorka ma na mysli przez okreslenie na str. 91 i 92, ze
probke usredniono. Czy w przypadku pacjentow 6 1 10 takze probki ,,usredniano”?
Niezrecznym jest sformutowanie na str. 94 o metodzie oznaczen koncowych 12 witamin. Czy
faktycznie czas gradientu temperaturowego mozna okresli¢ jako ,,czas narostu”? Jakie byty
przestanki za podjgciem si¢ w pierwszej kolejnosci opracowania metody HPLC-UV oznaczania
witamin a nie od razy z zastosowaniem techniki LC-MS? W opisie optymalizacji metod
chromatograficznych pomocne byloby wymienienie takich parametrow jak wspolczynnik
rozdzielania (Rs), selektywnos¢ (o) czy wysokosé potki teoretycznej (H) jako parametrow
badanych zwigzkow. Czy podjeto probe oszacowania podazy analizowanych sktadnikéw
(witamin, pierwiastkow $sladowych) w diecie dializowanych pacjentéw? Wreszcie cickawym
byloby zaprojektowanie i uwzglednienie w badaniach takze techniki dializy otrzewnowej 1
porownanie obu technik i ich wptywu na retencje witamin i pierwiastkow sladowych.
Powyzsze uwagi i pytania nie wptywaja na warto$§¢ merytoryczng pracy, ktérag oceniam

bardzo wysoko. Praca doktorska pani mgr Doroty Wirkus ma istotne walory oryginalnosci



naukowej. Przygotowanie Doktorantki w zakresie analizy chemicznej, jakosciowej i ilo§ciowe;j,
jak rowniez umiej¢tna analiza uzyskanych wynikow i wywazona interpretacja biochemiczna
budzi uznanie.

Biorac powyzsze pod uwage oraz fakt spetnienia wymagan ustawowych wnioskuje do
Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Doroty

Wirkus do publicznej obrony tez pracy przedstawionych w dysertacji.
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