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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr. farm. Krzysztofa Gorynskiego

pt.: ,Application of solid-phase microextraction and quantitative stucture-retention
relationships as novel tools for multi-compound bioanalysis”

wykonanej pod kierunkiem dr. hab. Michala Marszalia, kierownika Katedry i Zakladu
Chemii Lekéw Collegium Biomedicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,
Uniwersytet Mikolaja Kopernika

oraz prof. Janusza Pawliszyna, kierownika Katery Chemii Uniwersytetu w Waterloo,
Kanada.

Wspolczesne metody analityczne pozwalaja na kompleksowa i precyzyjng analizg
zwigzkéw zawartych w roznych matrycach, w tym w zlozonych probkach biologicznych.
Sukces wynikajacy z prawidlowego oznaczania poszczegdlnych skladnikéw skomplikowanej
matrycy biologicznej zalezy od doboru odpowiednich metod przygotowania prébek, izolacji
analitbw oraz koficowego oznaczenia poszczegédlnych skiadnikéw. Obecnie najczesciej
wykorzystywanymi do tego celu technikami w chemii analitycznej sg techniki
chromatograficzne i elektromigracyjne sprz¢zone ze spektrometriy mas. Odpowiednia
separacja analizowanych zwiazkow jak rowniez detekcja i identyfikacja oparta o wartosci
masy do ladunku (m/z) zapewniajg wysoka specyficznos¢ i czulo$¢ oraz relatywnie krotki
czas opracowywanych obecnie metod analitycznych. Dodatkowo, zastosowanie
wysokorozdzielczej techniki spektrometrii mas zapewnia precyzyjny pomiar masy a co za
tym idzie istotnie ulatwia identyfikacje poszczegdlnych zwigzkow wehodzacych w sklad
zlozonej probki biologicznej. Nalezy takze przywolaé réwnie wazny etap w badaniach
zlozonych prébek jakim jest obrobka danych i metody chemometryczne, stanowigce

uzyteczne uzupelnienie calosci badan.



Realizacja zamierzenia oznaczenia kilku, czy kilkudziesigciu zwigzkéow z matrycy
biologicznej nie jest zadaniem prostym, dlatego stale trwaja poszukiwania bardziej
efektywnych metodyk izolacji, detekcji i identyfikacji zwiazkéw zawartych w réznego
rodzaju prébkach. Przedstawiona do recenzji praca doktorska doskonale wpisuje si¢ w
nowoczesne zagadnienia chemii analitycznej zwiazane z nowatorskim wykorzystaniem
techniki mikroekstrakcji do fazy stalej w analizie probek biologicznych. Dodatkowo, w pracy
wykorzystane zostalo podejscie chemometryczne, w szczegdlnosci ilosciowe zaleznoSci
struktura-retencja (ang.: Quantitative Stucture-Retention Relationships) do usprawnienia
procesu identyfikacji skfadnikow probek dzigki informacji ptynacej ze struktury chemicznej i
danych fizykochemicznych oraz czasu retencji analizowanych zwigzkéw. Przedlozona
dysertacja wykonana zostala w $wiatowej slawy laboratorium, kierowanym przez prof.

Janusza Pawliszyna, co stanowi gwarancje bardzo wysokiego poziomu przedstawionej pracy.

Praca doktorska mgr. Krzysztofa Gorynskiego ma nie tak jeszcze czesto spotykany u
nas uklad dla tego typu opracowaf. Nalezy podkresli¢, ze rozprawa napisana jest w jezyku
angielskim, z wyjatkiem streszczenia w jezyku polskim. Obszerna monografia zawarta jest na
155 stronach i sklada sie ze wstepu, celu pracy oraz kolejnych pigciu rozdzialow z
opublikowanymi badz wyslanymi do czasopism naukowych pracami. Calo$¢ zamykaja
wnioski koncowe, spis publikacji i doniesien zjazdowych oraz CV Doktoranta. Ponadto,
opracowanie opatrzone zostato dodatkowym zeszytem z zalaczonym CV, spisami publikacji i
doniesien zjazdowych, deklaracjami wspolautorow oraz zalgcznikiem zwigzanym z prawami
autorskimi. Na marginesie, wydaje sie, ze Curriculum Vitae i spis publikacji wystarczyloby

podaé w jednej z przedstawionych pozycji.

Wstep pracy jest $wietnie przedstawionym wprowadzeniem do zagadnien poruszanych
we wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej publikacjach. Z duzym zainteresowaniem
przeczytalam poszczegdlne czgsei wstepu, gdzie przejrzyscie i w sposoéb mozliwie zwiezty
opisane zostaly podstawy teoretyczne technik zwigzanych z ekstrakcjg probek w analizie
farmaceutycznej i biomedycznej. W sposob ciekawy i rownoczesnie zdradzajacy dobre
przygotowanie Doktoranta opisane zostaly zagadnienia zwigzane z teoria, najnowszymi
osiggnieciami oraz zastosowaniem mikroekstrakcji do fazy stalej ze szczegdlnym
uwypukleniem aplikacji tej techniki w analizie prébek klinicznych. We wstepie umieszczony

zostal takze krétki rozdzial opisujacy zastosowania QSRR w nowoczesnej analizie zwigzkow.



Wstep udokumentowany zostal 5 rycinami, 2 tabelami i przypisami literaturowymi w ilosci

119, w znakomitej wickszosci opublikowanymi po 2005 roku.

Cel rozprawy doktorskiej zostal dobrze okreslony, natomiast jego osiagniccie

udowodnione zostalo w zebranych w dysertacji publikacjach.

Tresci zawarte z pierwszej pracy wlaczonej do spisu rozprawy, opublikowanej w
Analytica Chimica Acta, 750, 132-151, 2012 stanowig znakomity przeglad techniki SPME
pod katem najnowszych osiggnigé technologicznych, mozliwosci lgczenia tej techniki z
chromatografia cieczowa czy gazowsg umozliwiajagce szybka analize probek, oraz
roznorodnego jej zastosowania. Mgr Krzysztof Gorynski jest autorem obszernego rozdzialu

opisujacego nowe osiggniecia SPME w analizie leku.

W drugiej publikacji poréwnana zostala metodyka SPME z metodyka ekstrakcji do
fazy stalej (ang.: solid-phase extraction, SPE). W pracy opisane zostaly rdznice w tych
technikach zaréwno w ujeciu teoretycznym jak i eksperymentalnym. Doswiadczenia oparte
zostaly na analizie 18 zwigzkéw o polarnosciach w zakresie 0,14 do 4,98 wartosci logP oraz
na testowaniu réznych objetosci prébek przeznaczonych do ekstrakcji poréwnywanymi
metodami. Wyniki tego interesujgcego pordéwnania wskazujg na SPME jako lepsze

rozwigzanie w przypadku analizy niecelowanej, bedacej podstawa badan metabolomicznych.

Trzecia praca wlaczona do skladu rozprawy doktorskiej to manuskrypt wystany do
publikacji dokumentujgcy opracowanie metody ~ HPLC/MS/MS oznaczania bromku
rokuronium oraz kwasu trancksamowego izolowanych z osocza ludzkiego za pomocg SMPE.
Niewagtpliwym osiagnigciem pracy jest opracowanie nowatorskiej metody wskazujacej na
mozliwos$¢ analizy 96 probek w 35 minut, co stanowi dowod na mozliwos¢ zastosowania tego

podejscia analitycznego w klinicznych badaniach przesiewowych.

Kolejna praca rdéwniez zogniskowana jest na oznaczaniu wybranych zwigzkéw w
materiale biologicznym izolowanych za pomocg SPME. Ponadprzecigtnym osiggni¢ciem
czwartej pracy wlaczonej w cykl publikacji stanowiacych rozprawe doktorsky, jest
opracowanie w pelni zautomatyzowanej metody rownoczesnego oznaczania 110 Srodkow
dopingowych za pomocg SPME-LC/MS/MS. Wyniki zostaly opublikowane w czasopi$mie
Analytica Chimica Acta w 2013 r.

Ostatnia, pigta publikacja opisuje wykorzystanie metody ilosciowych zaleznosci

struktura-retencja (QSRR) do poprawy identyfikacji lekdéw oraz metabolitow. Opracowane
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przez mgr. Krzysztofa Gorynskigo modele QSRR stanowig dowdd na mozliwo$¢ nowego
praktycznego wykorzystania tej metodyki w analizach metabolomicznych i badaniach

obecnosci substancji dopingowych prowadzonych przez wybrane laboratoria.

Lektura dysertacji uprawnia do stwierdzenia, ze Autor wykazal si¢ wyjatkows
biegloscig w opanowaniu pracy w laboratorium chemii analitycznej. Opanowanie techniki
SPME oraz nielatwej techniki HPLC sprzgzonej ze spektrometrem mas wysokich
rozdzielczosci nalezy uznal za glowne osiggniecia Autora podezas wykonywania
powierzonych zadan w ramach pracy doktorskiej. Nalezy takze w tym miejscu podkresli¢
ogromny naklad pracy, konieczny do osiggniecia wytyczonego przez Promotorow i

Doktoranta celu.

Podjeta przez p. mgr. K. Gorynskiego tematyka niewatpliwie wymagala opanowania
umiejetnosei faczenia roznych technik analitycznych i umiejetno$ci planowania oraz
konsekwentnej realizacji zalozonego planu. Zebrane prace dowodzg, ze Doktorant opanowal
te wymagania w stopniu nader zadowalajgcym. Przedstawione w poszczegélnych
manuskryptach wyniki oraz ich dyskusja potwierdzajg dojrzato$¢ Autora poprzez prezentacje
wlasciwej i rbwnoczesnie krytycznej oceny otrzymanych wynikow. Praca ta dowodzi rowniez
dociekliwosci Doktoranta, zrozumienia przez niego badanej materii oraz umiejetnosci
stawiania i rozwigzywania problemow badawczych. Warto dodaé, ze wnioski zebrane na
koncu dysertacji uwypuklajg zdolno$¢ Autora do przekazania najwazniejszych dokonan pracy

badawczej w klarowny i przystepny sposob.

Do najwazniejszych osiagnie¢ p. mgr. Krzysztofa Gorynskiego nalezy zaliczy¢
opracowanie nowatorskich metod oznaczania zwigzkéw izolowanych z osocza krwi ludzkiej
za pomocg mikroekstrakcji do fazy stalej oraz analizy uzyskanych ekstraktéw za pomocy
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas. Podkresli¢

nalezy takze nowe wykorzystanie podejscia QSRR do identyfikacji badanych zwigzkow.

Prace wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej opublikowane zostaly, z wyjatkiem
jednej wyslanej do druku, w czasopismach o migdzynarodowym zasiegu, kazdy o
wspélczynniku oddzialywania powyzej 4. Jest to niewatpliwe osiggnigcie wysoko stawiajace
poprzeczke naukowym rowiesnikom Doktoranta. 7 uznaniem nalezy tez dodaé, ze mgr K.
Gorynski jest wspélautorem 12 prac oryginalnych, 10 doniesien ustnych i 18 plakatowych na

migdzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych.



Jednym z nalozonych na recenzenta obowigzkow jest zwrdcenie uwagi na pewne
niescistosci, ktére dostrzezone zostang w tekscie pracy, a ktére warto poddaé dyskusji.
Wywigzujac si¢ z tego nader trudnego w tym przypadku obowigzku chcialam prosi¢ o

odniesienie si¢ do nastepujacych spostrzezen.

Strona redakcyjna pracy jest wykonana bardzo starannie, z obowigzku znalazlam
zaledwie kilka potknie¢ redakcyjnych i sformufowani wartych w mojej ocenie drobnej
korekty. W opisie pierwszej publikacji uzyte zostalo stowo ,,study” (str. 41), ktére wprowadza
drobne nieporozumienie, gdyz przytoczona praca jest pracg przegladowa a nie
eksperymentalng. Podobna niescislos¢ wkradla si¢ w opisie trzeciej pracy, gdzie ilosciowe
oznaczenie bromku rokunionium i kwasu traneksamowego, po wspélnej ekstrakcji w osocza,
oznaczane jest rozdzielnie z wykorzystaniem réznych kolumn chromatograficznych. Stad
uzycie sformulowania ,.simultaneous quantification” moze prowadzi¢ do pochopnych

wnioskow (str. 70).

Pewien niedosyt budzi fakt dwukrotnego pominigcia materialéw uzupelniajgcych
(ang. supplementary materials’) do zalaczonych publikacji. Szkoda, ze w pracy nie zostaly
uwzglednione dodatkowe dane dokumentujgce przebieg badan zwigzanych z poréwnaniem
metod SPME i SPE do izolacji zwigzkéw o réznych wartosciach wspdlczynnika logP
(publikacja 2) oraz do pracy opisujacej zastosowanie SPME w badaniach przesiewowych

$rodkow dopingowych (publikacja 4).

W tabeli 4 na stronie 94 oraz w Tabeli 2 na stronach 131 i 132 zamieszczone zostaly dane
dokumentujgce przebieg walidacji opracowywanych metod analitycznych. Co bylo przyczyng
tak niewielkiej ilosci probek wilgczonych do badania precyzji migdzy dniami w obu

przypadkach?

Wymienione wyzej uwagi nie obnizajg bardzo wysokiej oceny rozprawy doktorskiej
autorstwa mgr. Krzysztofa Gorynskiego, ktdra stanowi opracowanie wysoce wartosciowe
zarowno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia. Nalezy podkresli¢, ze oceniana
rozprawa doktorska $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu mgr. Krzysztofa Gorynskiego
do prowadzenia badan naukowych. W podsumowaniu nalezy réwniez podkreslic
zaangazowanie i wyrazi¢ slowa uznania dla Zespolu kierowanego przez prof. Janusza
Pawliszyna. Zebrane w rozprawie doktorskiej prace sa odzwierciedleniem bardzo wysokiego

poziomu naukowego poszczegolnych czlonkéw Zespolu.



Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja w pelni odpowiada warunkom
formalnym i merytorycznym stawianym rozprawom doktorskim zawartym w ustawie z dnia
14 marca 2003 r. — O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dzienik Ustaw RP nr 65, poz. 595 z dnia 16 kwietnia 2003 r.) i wnosz¢ do
Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy o dopuszczenie mgr. farm. Krzysztofa Gorynskiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego celem uzyskania stopnia doktora nauk farmaceutycznych. Ponadto, z
uwagi na wysoka merytoryczng warto$¢ przedlozonej do recenzji pracy potwierdzong
wyjatkowo wysokim sumarycznym wspélczynnikiem oddziatywania (IF okolo 37,7 punktow)
wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego o wyr6znienie niniejszej pracy

doktorskie;j.

Gdansk, 13 stycznia 2014 r.
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