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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi interesujaca prébe opracowa-
nia procedur analitycznych mozliwych do zastosowania w diagnostyce laboratoryjnej i opar-
tych o najnowoczesniejsza aparature, rzadko jeszcze, niestety, wykorzystywana w rutyno-
wych oznaczeniach w materiale biologicznym. Postep technologiczny w zakresie konstru-
owania i produkcji aparatury dla analityki chemicznej wkracza réwniez do diagnostyki labo-
ratoryjnej, wymagajacej szybkich i czutych metod do rutynowych i masowych oznaczen pa-
rametrow biochemicznych w laboratoriach szpitalnych i klinikach. Oferta aparatury do tego
typu oznaczen, a takze badan genetycznych, immunoenzymatycznych, w zakresie biologii
molekularnej jest bardzo szeroka, coraz bardziej nowoczesna i zapewnia wysoki poziom wy-
konywanych analiz. Obserwujgc wyposazenie tych laboratoriow zauwaza sie jednak czesto
brak mozliwosci oznaczania w materiale biologicznym pierwiastkéw, zwlaszcza sladowych i
ultrasladowych, nowoczesnymi metodami z uzyciem spektrometréw najnowszych generacii,
pozwalajacych na oznaczenia nie tylko w plynach biologicznych, ale réwniez w tkankach
migkkich i twardych. Laboratoria diagnostyczne, z uwagi na koniecznos¢ przeprowadzania w
krotkim czasie licznych analiz korzystaja z aparatury umozliwiajacej kompleksowe i jedno-
czesne oznaczenia przynajmniej kilku parametréw korzystajgc z gotowych procedur, dostar-
czonych przez producenta i dopasowanych do oznaczed w konkretnym materiale biologicz-
nym, ktérym czgsto jest osocze lub surowica, mocz lub inne plyny fizjologiczne. Wprowa-
dzenie do diagnostyki laboratoryjnej rutynowych oznaczen pierwiastkéw sladowych napotyka
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go przeprowadzania podczas diagnozowania pacjenta oraz kosztowna aparatura, wymagajaca
profesjonalnej i wysoko wyspecjalizowanej obstugi. Zwykle potrzebniejszy wydaje sie zakup
cytometru przeptywowego lub tomografu komputerowego czy ultrasonografu. Wydaje sie, ze
jedynym rozwigzaniem w obecnej sytuacji jest korzystanie przez klinicystéw z analiz pier-
wiastkow sladowych przeprowadzanych w wyspecjalizowanych i certyfikowanych laborato-
riach dziatajacych poza jednostkami stuzby zdrowia. Laboratoria takie powstaja i oferuja swe
ustugi, jednak w ograniczonym zakresie, proponujgc analizy wybranych tylko pierwiastkéw
w rutynowo pobieranym materiale biologicznym, najczesciej osoczu, surowicy lub moczu,
rzadziej we wiosach. Te niedomogi obserwowane w diagnostyce laboratoryjnej maja szanse
by¢ zminimalizowane poprzez upowszechnienie procedur oznaczania pierwiastkéw w oparciu
0 nowoczesng aparature jakg jest spektrometria mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprze-
zonej. Warunkiem przeprowadzenia takich analiz jest dostepno$é aparatury i opracowanie
metodyki oznaczania oraz sposobu przygotowania materiatu biologicznego, zwlaszcza stale-
go, np. préb tkanek migkkich i twardych.

Proby przygotowania takich procedur dla wybranych, nierutynowych oznaczen w ma-
teriale biologicznym podjeta si¢ Pani mgr Katarzyna Jablonka-Salach w swej rozprawie dok-
torskiej. Zamiarem Doktorantki bylo wykazanie przydatno$ci unikalnej techniki, spektrome-
trii masowej z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej, polaczonej dla czesci badan
z ablacja laserows, oraz stosowanej juz wczesniej atomowej spektrometrii absorpcyjnej do
analizy pierwiastkow w probach materialu biologicznego (tkanki mézgu i jajnikéw, peina
krew i osocze) i wykorzystania wynikéw analiz do celéw naukowych i diagnostycznych.

Rozprawa doktorska sklada si¢ z siedmiu gtéwnych rozdzialéw, wykazu pismiennic-
twa, stosowanych skr6tow i tabel i rysunkow. Czes¢ wstgpna zawiera obszerng charakterysty-
ke materiatu biologicznego podzielong na dwa podrozdziaty ,,Rutynowe metody diagnostycz-
ne” i ,Nierutynowe badania probek klinicznych”, co niezbyt trafnie okresla ich zawartosé,
gdyz Doktorantka przedstawia w nich sktad, funkcje i parametry ptynéw fizjologicznych
(krew, mocz, slina) i tkanek, a nie metody diagnostyczne. Jak wynika z lektury dalszych
czesci Wprowadzenia, gléwny akcent w rozprawie polozony zostat na wykorzystanie metod
spektralnych do oznaczania pierwiastkow w probach biologicznych i stusznie przedstawione
zostaly w tej czgsci dwie najwazniejsze i najczesciej stosowane techniki pomiarowe: atomowa
spektrometria absorpcyjna, zaréwno z atomizacja w plomieniu jak i elektrotermiczna, oraz
spektrometria mas z jonizacja w plazmie indukeyjnie sprzezonej. Bardzo rzetelnie i wyczer-
pujaco opisane zostaty metody i procedury pomiarowe stosowane w chemii analitycznej nie-
zbgdne dla uzyskania wiarygodnych wynikéw. Doktorantka przedstawila istote kalibracii,
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metody jej przeprowadzania, koniecznos¢ stosowania wiasciwych wzorcéw i materiatéw od-
niesienia, réwniez tych certyfikowanych (CRM), niezbednych dla optymalizacji i walidacji
procedur analitycznych. Wskazata na problem znany chemikom analitykom, jakim jest trud-
nos¢ przy analizie materiatu biologicznego, zwlaszcza tkanek, w uzyskaniu CRM o skladzie
zblizonym do analizowanych préb, wymagajacych zwrocenia uwagi na ich sktad chemiczny,
stezenie oznaczanego sktadnika, rodzaj matrycy lub konieczno$é¢ stosowania kilku materiatéw
odniesienia jednoczesnie. Doktorantka przedstawita parametry wazne dla uzyskania wiary-
godnych wynikéw w analizie chemicznej, jakimi sg granica wykrywalno$ci i oznaczalnosci,
czutos¢ metody, zakres liniowosci krzywej kalibracyjnej oraz okreslenie przedziatu ufnosci
dla wyniku pomiaru. W podsumowaniu czgsci wstepnej znalazly sie uwagi o mozliwosci po-
pelnienia bledéw na etapie pobierania i przygotowania préb materiatu biologicznego, wska-
zanie na koniecznos$¢ optymalizacji warunkéw pomiaru sygnatu analitycznego, wyboru od-
powiedniej metody wzorcowania oraz oceny statystycznej wynikow.

Celem pracy bylo opracowanie trzech nierutynowych procedur pomiarowych ozna-
czania wybranych pierwiastkéw w réznym materiale biologicznych i wykazanie ich przydat-
nosci do diagnozowania choréb i jednoczesnie przeprowadzenia badania naukowego. Przed-
stawienie celu badan uwazam jednak za zbyt szczegdtowe, czeéé informacji nalezaloby umie-
sci¢ w opisie badanych grup pacjentéw i metodyki oznaczen, réwniez dlatego, ze kazdy z
trzech probleméw badawczych poprzedza odrebne wprowadzenie i cel.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawita stosowang aparature, odczynniki i
materialy odniesienia, pochodzenie préb ludzkiego materiatu biologicznego oraz uchwale
Komisji Bioetycznej Wojskowego Instytutu Medycznego, ktdra przedstawiona w formie kopii
nie zawiera jednak tytutu projektu badawczego, nazwiska wiasciwego badacza oraz stwier-
dzenia zgody na przeprowadzenie badan.

Czgs¢ badawcza pracy zawarta zostata w kolejnych trzech rozdziatach, ktore stanowia
odrebnie realizowane badania zawierajace wybdr metody i przygotowanie procedury anali-
tycznej, zaleznie od wybranego problemu badawczego. Doktorantka przeprowadzita rzetelne i
wnikliwe rozpoznania literaturowe dla kazdego z badan, wyczerpujaco przedstawila bioche-
miczne i patofizjologiczne uzasadnienie ich podjecia oraz cel wykazujac wartg podkreslenia
dociekliwos¢. Opis problemu niekiedy jest nawet zbyt szczegdlowy i nie wigze sie Scisle
z réwnie szeroko przedstawionym celem, zawierajac np. opisy objaw6w klinicznych i metod
leczenia choroby Wilsona c¢zy nowotwordw jajnika.

Za istotne 1 najwazniejsze osiagnigcie kazdego z badan i tym samym calej pracy uwa-
zam autorskie opracowanie przez Doktorantke procedury oznaczen wybranych pierwiastkow
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w materiale biologicznym, ktére maja charakter nierutynowy, sg oryginalnym wkladem
do zestawu analiz w ramach diagnostyki laboratoryjnej. Pozwalaja wykorzystaé nowoczesna
aparaturg spektralng i dajg wglad w ztozono$¢ i specyfike materiatu biologicznego, wymaga-
Jjacego szczegblnej procedury przygotowania analitu do oznaczen. Kazda z opisanych proce-
dur stanowi jednoczesnie gotowy przewodnik po tym jak pobraé i przygotowaé krew
czy tkanki do oznaczen pierwiastkéw, jak optymalizowaé uklad pomiarowy ICP MS, prze-
prowadzi¢ wzorcowanie, uzy¢ wlasciwy material odniesienia. W nieco zmodyfikowanej
i przeredagowanej formie kazda z tych czesci metodycznych pracy doktorskiej moze stanowié
instrukcje gotowa do uzycia w laboratorium diagnostycznym przez chemika analityka pod
warunkiem dostgpnosci nowoczesnego aparatu jakim jest spektrometr mas z plazma induk-
cyjnie sprzezong. Uwazam to za oryginalne osiagniecie Doktorantki, $wiadczace jednoczesnie
0 doskonatym opanowaniu warsztatu badawczego.

Wszystkie badania prowadzono we wspélpracy z jednostkami klinicznymi, co gwaran-
towalo pozyskanie wlasciwego materiatu badawczego. Pierwsze z przedstawionych badan,
jakim byta ocena wptywu palenia tytoniu na stezenie otowiu we krwi pelnej i osoczu kobiet
ciezarnych, palagcych i niepalacych, prowadzono we wspétpracy z Warszawskim Uniwersyte-
tem Medycznym (raczej nie Warszawskim Instytutem Medycznym?). W opisie materialu
i procedury oznaczef podano mylnie, ze oznaczenia pierwiastkéw wykonano w surowicy
krwi, co po pobraniu krwi do probéwek zawierajacych wersenian potasowy jako antykoagu-
lant jest raczej niemozliwe, ponadto opisy rysunkéw 20 i 21 wskazuja na wykonanie ozna-
czen w pelnej krwi i osoczu. Wyniki tamze przedstawione wskazuja na réznice stezefi olowiu
miedzy grupami palgcych i niepalacych kobiet cigzarnych, jednak nie potwierdzono tego sta-
tystycznie, gdyz brak na rycinach wartosci odchylenia standardowego i wspélczynnika ufno-
sci p. Podobnie na stronie 83 oraz kolejnej (pkt. 4.7. Wnioski) Autorka pracy podaje, ze
.»--.Stezenie olowiu w osoczu i krwi pelnej jest $cisle powigzane zaréwno z poziomem koty-
niny we krwi, liczba wypalanych dziennie papieroséw, dtugoscig trwania natogu... oraz masa
urodzeniowg dziecka.” Jednak nie znalazlam w tekscie pracy wyjasnienia jak oceniono te
zaleznosci, brak réowniez ewentualnie obliczonych wspotczynnikéw korelacji. Statystycznie
potwierdzono jedynie istotnie mniejsza masg¢ urodzonych dzieci w grupie palacych kobiet
w pordwnaniu z niepalacymi (Tabela 7, str. 73). Tym samym wnioski z tej czesci pracy (stro-
na 84) powinny zosta¢ zweryfikowane. Wyniki tych badan zostaty opublikowane weczesniej w
dwoch czasopismach naukowych (Biol. Trace Elem. Res., 155, 2013, 169-175 oraz Medycyna
Wieku Rozwojowego, 3, 2012, 196-204), gdzie dane, o ktoérych pisze powyzej zostaly za-
mieszczone prawidlowo, a zatem powinny rOwniez znalez¢ sie w pracy doktorskiej.
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Kolejne badanie dotyczylo opracowania procedury oznaczania miedzi oraz innych
pierwiastkéw $ladowych (Fe, Mn i Zn) w wybranych obszarach mézgu ludzkiego, probkach
pobranych od pacjentéw ze zdiagnozowanag chorobg Wilsona oraz oséb bez urazéw mozgu
(grupa poréwnawcza). Proby tkanek moézgu uzyskano z Instytutu Psychiatrii i Neurologii w
Warszawie. Badania przeprowadzono post mortem, ich wyniki mogly wiec jedynie by¢ wyko-
rzystanie do celow naukowych, co zresztg zaktadala Doktorantka. Mozliwo$¢ wykorzystania
tej procedury w diagnostyce laboratoryjnej jest niewielka z uwagi na brak dostepnosci tego
rodzaju materiatu od 0s6b zywych. Celem badan bylo wiec ustalenie czy w chorobie Wilsona
zaburzenie metabolizmu miedzi wigze si¢ ze zmianami st¢zen innych istotnych pierwiastkéw
sladowych 1 wywolanych nimi objawéw neurologicznych. Doktorantka wyjatkowo wnikliwie
przedstawila patogeneze choroby i wybor procedury analitycznej, w ktorej wykorzystata dwie
techniki: ICP MS dla oznaczen Cu, Mn i Zn oraz plomieniowej ASA dla Fe i dodatkowo Cu.
Przedstawila uzasadnienie takiego wyboru opierajac si¢ miedzy innymi na wyznaczonych
granicach wykrywalnosci i oznaczalno$ci oraz interferencji izobarycznych i wieloatomowych,
dokonala optymalizacji obu procedur w oparciu o wybrane certyfikowane materiaty odniesie-
nia, wyznaczyla krzywe kalibracyjne. Zweryfikowala réwniez efektywnos$é trzech metod
mineralizacji mikrofalowej niewielkich préb czterech réznych materiatéw certyfikowanych,
zblizonych skladem do tkanki mézgu. Uzyskata tym samym wiarygodng metod¢ oznaczania
wybranych pierwiastkow w tkance mézgowej. Moge uzna¢ te czesé badan za cenne osiggnie-
cie Doktorantki, ktére, jak wspomniatam wczesniej, moze stanowié¢ rekomendowang procedu-
re gotowa do wykorzystania w laboratoriach diagnostycznych, wyposazonych w spektrometry
ASA i ICP MS. Wyniki tej czesci badan potwierdzity gromadzenie miedzi w tkance mdzgo-
wej u pacjentéw z chorobg Wilsona oraz brak istotnych r6znic stezen Fe, Mn i Zn w pordw-
naniu z osobami zdrowymi. Pewng warto$¢ w praktyce klinicznej moze mie¢ ocena skutecz-
nosci terapii usuwajacej nadmiar miedzi z mézgu, a posrednio z organizmu chorego, ktdra nie
wykazata réznic przy stosowaniu D-penicylaminy oraz soli cynku. Prawdopodobnie niewiel-
ka liczebno$¢ badanych grup (n=8 oraz n=4), zrozumiata przy ocenie tak trudno dost¢pnego
materiatu biologicznego, wplyneta na taki wynik poréwnania. Ponadto potwierdzony zostat
zaburzony metabolizm miedzi jako gtéwnej przyczyny choroby Wilsona, cho¢ dla pelnej dia-
gnozy tej choroby niezbedne jest przeprowadzenie réwniez innych badan, w tym wymienio-
nych przez Doktorantke w pkt. 5.2 (Diagnostyka i leczenie). Uzupelnienia wymaga jedynie
stwierdzenie we Wnioskach (str. 116), ze potwierdzono dodatnig korelacje stezenia miedzi w
skorupie (PT) oraz zelaza w mozdzku (ND) z czasem trwania choroby, gdyz danych na ten
temat nie znalaztam w tresci pracy (brak wspolezynnikow korelacji i wartosci p). Wyniki tych
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badan znalazly uznanie recenzentow czasopism, w ktérych opublikowano je w latach 2013-
2014 (J. Neural Transmission, 121, 2014, 1273-1279 oraz J. Neur. Sci., 329, 2013, 55-58).

Celem ostatniej czgsci ocena przydatnosci techniki ICP MS z ablacjg laserowg (LA)
do badania rozmieszczenia pierwiastkow w tkance jajnikow ludzkich objetych procesem
nowotworowym. Doktorantka przedstawita szeroko, co niezupelnie byto uzasadnione, budo-
we jajnika oraz klasyfikacje i stopnie zaawansowania nowotwordw jajnika. Problem naukowy
sprowadzat si¢ do pytania o réznice w rozmieszczeniu wybranych pierwiastkéw w tkance
jajnikéw zdrowych oraz z nowotworem. Badanie tego rodzaju stalo si¢ mozliwe od niedawna
po wyposazeniu spektrometru ICP MS w laser, umozliwiajacy ablacje proby statej tkanki
i tzw. mapowanie pierwiastkow. Proby tkanek jajnikéw uzyskano od pacjentek Wojskowego
Instytutu Medycznego w Warszawie. Badane grupy, z chorobg nowotworows jajnika oraz
poréwnawcza bez tej choroby, obejmowaly tylko po dwie pacjentki, dlatego trudno byto
w tym przypadku ocenia¢ uzyskane wyniki statystycznie. Niemniej Doktorantka przeprowa-
dzita precyzyjng optymalizacje uktadu LA ICP MS, ustalita parametry pracy lasera (energia
i $rednica wigzki lasera, czestotliwo$é pulsu, szybko$¢ skanowania prébki) i pomiarowe ukta-
du, sposéb przechowywania préb (formalina, sél fizjologiczna). Uzyskane wyniki wskazujg
na wprost proporcjonalng intensywno$¢ sygnatéow dla Mg, Mn i Fe (tzw. stosunek intensyw-
nosci zliczen odpowiednich izotopéw do °C) oraz Cu i Zn w tkance nowotworowej. Autorka
okresla te zaleznosci korelacja, co jest niepoprawne z powodu braku mozliwosci oceny staty-
stycznej i obliczenia wspdtczynnika korelacji. Wprawdzie procedura ta nie daje bezposredniej
informacji o stezeniu pierwiastka, pozwala jednak oceni¢ jego lokalizacje i nierdwnomiernosé
gromadzenia. Moze wskazywaé na obszary objete procesem nowotworzenia, co jest duzym
osiggnigciem nowoczesnej analityki chemicznej. Wydaje sie, ze tego rodzaju mapowanie
pierwiastkow w tkankach powinno by¢ prowadzone réwnolegle z badaniem histopatologicz-
nym, lokalizujacym struktury komérkowe, a dalej makroczasteczki, np. biatka lub enzymy
wigzace jony metali. Wydaje si¢, ze dopiero taka pelna informacja pozwolitaby wyjasnié
przyczyne nadmiernego gromadzenie niektorych pierwiastkéw (np. Cu. Mg, Fe) wiazanych
przez specyficzne bialka, w tkance nowotworowej, co stwierdzono wczesniej w osoczu w
badaniach innych autoréw w odniesieniu do nowotwordw jelita grubego, piersi, pluc czy
przewodu pokarmowego (np. J. Trace Elem. Med. Biol., 15, 2001, 193-196 oraz Trace Elem.
Electrolytes, 21, 2004, 336-339).

Z obowiagzku recenzenta pragne zwréoci¢ uwage na pewne niekonsekwencje zauwazo-
ne z réznych fragmentach rozprawy, ktére nie zmieniajg mej pozytywnej opinii o pracy, lecz
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moglyby zostaé uwzglednione podczas ewentualnego przygotowania publikacji. Naleza do
nich:
- stosowanie pojecia ,,zawarto$¢” lub ,,poziom” zamiast prawidtowego ,.Stezenie”,
- konieczne jest podanie zrodta niektorych zestawien, procedur leczenia, klasyfikacji
chordb, itp.,

- stosowanie jednolitej nazwy atomowej spektrometrii absorpcyjnej (ASA).

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana poprawnie pod
wzgledem jezykowym i formalnym. Na podkreslenie zashuguje aktualnos¢ i celowos¢ prze-
prowadzonych badan, niewatpliwie wymagaty one duzego nakladu pracy, czasu, wytrwalosci
w pozyskiwaniu materiatu do badan. Nalezy doceni¢ zainteresowanie Doktorantki aktualnymi
problemami naukowymi i klinicznymi, umiejgtno$¢ wykorzystania nowoczesnego warsztatu
badawczego. Opracowane procedury analityczne i uzyskane wyniki stanowig istotny wkiad
w wykorzystania nowoczesnych spektralnych metod analitycznych w diagnostyce laborato-

ryjnej.

Podsumowujac, w mej opinii praca doktorska pt.: ,,Opracowanie specyficznych pro-
cedur spektralnych poszukiwania wskaznikéw wybranych jednostek chorobowych w
prébkach klinicznych” speinia wymogi stawiane przez ustawodawcg rozprawom doktor-
skim. Uwazam, ze Doktorantka jest w pelni dojrzala kandydatka do organizowania
i prowadzenia badan naukowych, spefnia tym samym kryteria stawiane pracownikom nauko-
wym ubiegajacym sig o stopien naukowy doktora nauk chemicznych.

Na tej podstawie stawiam wniosek do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Katarzyny Jablonki-
Salach do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Poznan, 12.08.2016 1. A
. § / \_1 0
oy TaL
Prof. dr hab. Maria Iskra
Zaktad Chemii Ogoélnej
Katedra Chemii i Biochemii Klinicznej
Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu



