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Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze
Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki
Rzeszowskiej im. Ignacego t.ukasiewicza pod kierunkiem Pana prof. dr hab.
Tomasza Rumana specjalisty z laserowej spektrometrii mas i obrazowania MS
materiatow Dbiologicznych ze szczegolnym uwzglednieniem ludzkich tkanek
nowotworowych.

Celem niniejszej rozprawy bylo opracowanie nowej metody syntezy
nanoczastek do laserowej spektrometrii mas, badanie ich wlasciwosci oraz
wykorzystanie ich do modyfikacji powierzchni ptytek ze stali nierdzewnej.
Otrzymane ptytki, pokryte nanoczastkami, wykorzystano nastypnie do analizy

réznych zwigzkéw chemicznych oraz mieszanin, w tym biologicznych z
wykorzystaniem spektrometrii mas z laserowa desorpcja/jonizacja.

Zakres pracy obejmowat:

» Badania literaturowe w tematyce metod stosowanych w laserowej
spektrometrii  mas ze szczegdélnym uwzglednieniem metod
bezmatrycowych;

« Opracowanie nowej metody syntezy nanoczastek wykorzystujac
metode laserowej ablacji;
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* Analize efektywnosci desorpcji/jonizacji zwigzkow testowych za
pomocg ptytek pokrytych zawiesing nowo wytworzonych
nanoczastek 1®°Ag;

* Okreslenie limitow wykrywalnosci zwigzkow biologicznych z
wykorzystaniem uktadow AgNPET, AuNPET oraz 1©AgLGN;

« Wykorzystanie uktadow °°AgNPET, AuNPET oraz '®AgLGN do
obrazowania spektrometrig mas;

* Analizy plynéw biologicznych z wykorzystaniem ukladow
pokrytych nanoczastkami metali;

« Badania metaboliczne z zastosowaniem nowo wytworzonych
targetow (ptytek ze stali nierdzewnej) pokrytych nanoczastkami.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska sktada si¢ z cyklu dziesieciu
monotematycznych  artykutow  opublikowanych ~w latach  2020-2023
uzupelionych 27 stronicowym opracowaniem. Do dokumentacji dotaczone
zostaly pelne teksty artykutéw. Prace te zostaty opublikowane w czasopismach z
listy filadelfijskiej (Advances in Medical Sciences -1, IF= 3,287, MNiSW=I00,
Cytowania -0, International Journal of Mass Spectrometry -1, [F=I,986,
MNiSW=70, Cytowania-2, Journal of Mass Spectrometry -2, 1F=2,394,
MNiSW=70, Cytowania-6, Journal of Pharmaceutical Analysis -1, IF=14,026,
MNiSW=140, Cytowania -2, Rapid Communications in Mass Spectrometry-1,
IF=2,586, MNiSW=70, Cytowania - 0, Scientific Reports -1, 1F=4,996,
MNiSW=140, Cytowania-0, i Toxins -1, IF=S,075, MNiSW=100, Cytowania-8
oraz w nowych czasopismach (ACS Measurement Science Au-1, Cytowania -8 i
Chemical Technology and Biotechnology -1, Cytowania -0). Jego publikacje
cytowane byly 27 razy. Wszystkie artykuty ukazaty si¢ w czasopismach ktorych
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sumaryczny impact factor wynosi 36,744 (ilos¢ punktow MNISW wynosi 740)
co daje $rednig 3,67 na publikacje. Jest rowniez wspodtautorem 2 artykuldw
przekazanych do druku, 2 artykuldéw w monografiach konferencyjnych, 1
wyktadu prezentowanego na konferencji mig¢dzynarodowej i 1 wykladu
prezentowanego na konferencji krajowej. Doktorant byl wykonawcg w dwoch
projektach grantowych finansowanych przez NCN pt.,, Poszukiwanie oraz
charakterystyka  biomarkerow raka  pecherza" nr umowy UMO-
2018/31D/ST400109 i ,,Dwu i trojsktadnikowe kompleksy jonow srebra z
kwasem N-fenyloantranilowym, niflumowym oraz mefenamowym jako nowa
alternatywa dla antybiotykow". Brat udziat w szkoleniu pt.,, Innowacyjne
rozwigzania do hodowli komorek ssaczych" Merck Sp. Zo.0. Rzeszéw
16.10.2019 oraz w wydarzeniach organizowanych przez Wydziat Chemiczny
Politechniki Rzeszowskiej takich jak Noc Odkrywcow, Nocne Spotkania z
Nauka, Problemy Chemii 1 w wyjazdach do szkol srednich w ramach promoc;i
nowych kierunkow studiow na Wydziale Chemicznym. Mimo, ze przedstawiona
rozprawa porusza szeroki wachlarz watkow jej czytelno$¢ jest dobra, a redakcja
catosci poprawna. Praca napisana jest staranie 1 jest poprawna pod wzgledem
merytorycznym.

Recenzowana rozprawa ma charakter zarowno poznawczy jak i przede
wszystkim aplikacyjny o szerokim zakresie, a uzyskane przez Doktoranta
wyniki moga znalez¢ zastosowanie w analityce zwigzkow matoczgsteczkowych
oraz materiatbw pochodzenia biologicznego ze szczegolnym uwzglednieniem
ludzkich tkanek nowotworowych za pomoca spektrometrii mas z laserowsa
ablacja. Technika MALDI-laserowej desorpcji /jonizacji wspomaganej matryca
jest jedng z najpopularniejszych metod analizy rdéznego typu préobek z
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wykorzystaniem spektrometrii mas. Zastosowanie w tej technice popularnych
matryc organicznych takich jak np. kwas a - cyjano-4-hydroksycynamonowy
(CHCA), kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (DHB) oraz kwas synapinowy nie
pozwala na skuteczng analiz¢ iloSciowa ze wzgledu na wystepowanie Szeregu
ograniczen. Pierwszym z nich jest znalezienie matrycy w ktorej anality
rozpuszczaja sie, a nastypnie wspolnie z matryca krystalizuja na powierzchni
ptytki. Nastepnym problemem jest niehomogeniczna krystalizacja na
powierzchni plamki, powodujaca powstanie na ptytce,, sweet spotow". Ponadto
w/w technika nie pozwala na osiagniecie wysokiej czutosci pomiaru analitu w
zakresie m/z < 1000 ze wzgledu na liczne sygnaty matrycy o bardzo wysokiej
intensywnosci. Wraz z gwattownym rozwojem metod otrzymywania
nanoczastek zaczeto zastgpowaé nimi matryce organiczne. Najpopularniejszymi
nanostrukturami stosowanymi w analityce zwigzkéw matoczasteczkowych staty
si¢ nanoczastki metaliczne (Co, Ag, Au, Pt, Pd), materiaty porowate (np.TiOg,
Al;Os3),nanostruktury na bazie krzemu (Si, SisN4) oraz nanomateriaty na bazie
wegla (grafen, nanorurki weglowe, diamentopodobny wegiel amorficzny,
nanodruty diamentowe domieszkowane borem i inne). Jak wynika z badan
profesora Tomasza Rumana i wspotpracownikow zastosowanie nanoczastek
srebra a zwlaszcza monoizotopowego ®Ag lub zlota pozwala na wytwarzanie
sygnatéw 0 duzej powtarzalnosci, eliminowanie potencjalnych interferencji
jonéw matrycy z jonami analitu oraz istnieje mozliwo$¢ wewnetrznej kalibracji
z wykorzystaniem sygnatow jonow srebra lub ztota. Wykazano, ze uzycie
monoizotopowego srebra -109 w laserowej spektrometrii mas zwicksza okoto
dwukrotnie intensywno$¢ sygnaldow w porownaniu do mieszaniny izotopow

srebra 107 i 109. Inng zaleta jest dobra zdolno$¢ do jonizacji zwiazkoéw o niskiej
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polarnosci np. lipidow oraz silne wiasciwosci przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybicze srebra. Nanosrebro jest efektywnym czynnikiem niszczacym
szerokie spektrum bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich, wiruséw (w tym
wirusa HIV-1 1 grypy) oraz niektérych grzybéw. Znane sg mechanizmy
dzialania nanosrebra na rdéznego typu mikroorganizmy. Umozliwia to
zabezpieczenie analitu przed wzrostem mikroorganizmow na jego powierzchni,
co mogtoby wptywaé na wyniki oznaczen.

Doktorant w rozprawie skoncentrowal si¢ na nastgpujacych
zagadnieniach: detekcji 1 analizie ilosciowej wzorcow zwigzkow z
wykorzystaniem uktadow ®°®AgNPET oraz AUNPET (artykuly 1 i2), nowymi
metodami syntezy nanoczastek “Ag oraz Au z wykorzystaniem laserowej
ablacji w rozpuszczalniku (Artykuty 3 i1 4), analizie zwigzkow
matoczasteczkowych z wykorzystaniem '°AgLGN (Artykuty 5, 6 i 7) oraz
analizie metabolicznej probek nowotworu pgcherza moczowego (Artykuty 8,9 i
10).

W artykule 1 przedstawiono poréwnanie efektywnosci opracowanych
metod do detekcji kwasow karboksylowych takich jak: jabtkowy, pimelinowy,
azelainowy,  3-metylohipurowy, palmitowy, linoleinowy,  oleinowy,
arachidonowy, arachidowy oraz erukowy z wykorzystaniem nanoczastek ztota i
srebra-109. Okreslono limit wykrywalnos$ci | oznaczalnosci dla metod AUNPET
oraz ®AgNPET. Kolejnym etapem byto odpowiednie przygotowanie ptytek ze
stali nierdzewnej pokrytych otrzymanymi metoda redukcji chemicznej
nanoczastkami srebra -109 oraz ztota. Nastepnie roztwory w/w kwasow
naniesiono na przygotowane ptytki z wykorzystaniem metody wysychajacej

kropli, a ptytki po wyschnigciu analitu wprowadzono do spektrometru
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masowego MALDI-ToF. Wykazano, ze w wyniku analizy na ptytce
wzbogaconej nanoczastkami zitota wudalo si¢ oznaczyé pie¢ (jabtkowy,
pimelinowy, azelainowy, 3-metylohipurowy i arachidowy) z dziesigciu
oznaczanych kwasow karboksylowych, z kolei na ptytce z nanosrebrem 109
wszystkie badane zwiazki. Stwierdzono, ze dla ®AgNPET badane kwasy
karboksylowe mozna bylo odnalez¢ na widmie gtéwnie w postaci adduktow z
19Ag a ich intensywno$¢ byla znacznie wyzsza od analogicznych zwiazkéw dla

AUNPET. Wykazano, ze najwyzsze intensywnosci badanych kwasow

otrzymano dla stezenia 100ug/ml. Na podkre$lenie zashuguje fakt, ze po raz

pierwszy W literaturze okre$lono limity detekcji oraz oznaczalnosci dla sze$ciu z

dziesieciu  analizowanych kwasow karboksylowych metoda laserowej

spektrometrii mas.

W artykule 2 przedstawiono analizy jakosciowa oraz ilosciowa
mykotoksyn na materiatach budowlanych z wykorzystaniem ptytek °AgNPET,
AgNPET oraz AUNPET w porownaniu do metody MALDI. Probka analizowana
byta mieszanina siedmiu wzorcow mykotoksyn plesni (0 okreslonym stezeniu)
takich jak: patulina, cytrynina, kwas nitropropionowy, alternariol,
sterygmatocystyna, kwas cyklopiazonowy i roquefortyna C. Oznaczano réwniez
w/w zwigzki po ich ekstrakcyjnym wydzielaniu z ptyty gipsowo-kartonowej.
Uzyskane rezultaty ekstrakcyjnego wydzielania w/w mykotoksyn z materiatu
budowlanego wskazywaly na mozliwo$¢ wykorzystania opracowanych metod
19AgNPET/AgNPET jako alternatywe do aktualnie stosowanych sposobow
identyfikacji.

W artykutach 3 i 4 omowiono metody laserowego wytwarzania i

zastosowania chemicznie czystych nanoczastek srebra-109 i ztota. Okreslono
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optymalne parametry syntezy nanoczastek srebra oraz sposobu ich
wykorzystania w analizie zwigzkow. Nastepnie ptytki poddano analizie metoda
MALDI-ToF MS, w czasie ktorej badano intensywno$¢ sygnatow ®°Ag i jego
adduktow oraz obliczono stosunek intensywnos$ci zanieczyszczen do sygnatow
srebra- 109. Po tym etapie naniesione zostaty zwigzki testowe, ktore poddano
badaniom MS. Zawiesiny o odpowiednim sktadzie byty nanoszone poprzez
nebulizacje na plytki stalowe. Wiasciwosci otrzymywanych nanoczastek 1®°Ag i
Au scharakteryzowano za pomoca spektrofotometru UV-Vis oraz dynamicznego
rozpraszania $wiatta (DLS). Okre$lono wielkos¢ w/w nanoczastek za pomoca
skaningowej mikroskopii elektronowej o wysokiej rozdzielczosci(HR SEM).
Przeprowadzono réwniez badania nanoczastek za pomoca, spektrofotometrii
UV-Vis. Okreslone dlugosci fali $wiatta wywotujac oscylacje elektronow
powoduja efekt znany jako powierzchniowy rezonans plazmowy, ktory
Zwigzany jest zarowno z rozmiarem i ksztaltem nanoczastek jak ich otoczeniem
chemicznym. Uzyskane wyniki pozwolity na okreslenie sferycznego ksztattu i
sredniej wielkoSci nanoczastek srebra -109 za pomocg LASIS. W kolejnych
etapach analizowano jonowe i niejonowe zwiazki wzorcowe takie jak: ryboza,
histydyna, tymidyna oraz poli(tlenek etylenu). Wykazano, ze zastosowanie
ptytek z ' AgLGN pozwala na kilkudziesicciokrotne obnizenie bledu m/z
eksperymentalne- m/z teoretyczne w stosunku do metody MALDI. Kolejnym
obiektem badan byt bardzo wazny dla analizy kryminalistycznej odcisk palca z
wyraznymi $ladami linii papilarnych. Badania te miaty na celu identyfikacje
zwigzkéw egzogennych i endogennych zawartych na ludzkim palcu.
Przygotowanie probki do analizy za pomoca, MSI wymagato jedynie dotkni¢cia

palcem powierzchni ptytki stalowej. Nastepnie na otrzymany odcisk napylano
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zawiesiny ®Agl.GN na powierzchni¢. Stosujac plytki pokryte °AgLGN
zidentyfikowano ponad 30 réznych zwigzkow w odcisku palca, ktore nalezaty
do grup takich jak proste sole nieorganiczne (NaCl, KCI),proste zwiazki
organiczne (mocznik, aminokwasy, kwasy karboksylowe o krotkim tancuchu
weglowym) oraz kwasy tluszczowe i lipidy.

W artykule 5 omoéwiono wyniki poréwnania metod LDI MS oraz MSI w
analizie ilosciowej szeSciu kwasow karboksylowych takich jak : azelainowy, 3-
metylohipurowy, oleinowy, linoleinowy, arachidowy oraz erukowy. Roztwory
w/w kwasow nanoszono na plytke pokryta ®°AgLGN, pomiar odbywat sic z
wykorzystaniem aparatu MALDI-ToF w dwoch trybach: recznego pomiaru 4
punktéw na plamce oraz obrazowanie catej plamki z substancja badang. Ponadto
okreslono wptyw oddziatywania innych zwigzkow znajdujacych sie w probce na
oznaczanie badanych kwasow karboksylowych (tzw. efekt matrycy). W artykule
5 przedstawiono wartosci LOD i LLOQ okreslone dla oznaczanych kwasow
karboksylowych. Wykazano, ze dzigki wykorzystaniu ptytek pokrytych
nanoczastkami otrzymanymi metoda LGN mozna uzyska¢ od dwu -do
picciokrotnie nizsze wartosci granicy wykrywalnosci i dolnej granicy
oznaczalno$ci niz w przypadku kiedy zastosowano nanoczastki PAg
otrzymane za pomoca metody chemicznej redukcji. Analiza ilo§ciowa pozwolita
na wyznaczenie rownan linii trendu na wykresach prezentujacych logarytm
stezenia VS logarytm intensywnosci. Wykazano, ze w przypadku czterech z
szeSciu analizowanych kwasow karboksylowych dopasowanie linii trendu
wynosito ok. 0,96 w zakresie tysigckrotnej zmiany st¢zenia, natomiast dla
kwasu azelainowego otrzymano linie trendu z dopasowaniem powyzej 0,99 dla

wszystkich siedmiu stezen, co odpowiadato 1000000-krotnej zmianie jego

.
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stezenia. Dodatkowo przeprowadzona analiza strzat-do-strzalu oraz miejsce -
do-miejsca wykazala duza powtarzalno$é wynikéw dzieki uzyciu *°*AgLGN.
Stwierdzono, ze wykorzystujac MSI w takich analizach generowane sg rowniez
obrazy jonowe badanych probek, ktore wskazujag na niejednorodne
rozmieszczenie analitu na powierzchni catej plamki.

W artykule 6 oznaczano kwasy 3-hydroksykarboksylowe bedace jednym
z glownych sktadnikow lipidu A, budujacego lipidowsa cze¢saé endotoksyn

odpowiedzianych za toksycznos¢ bakterii Gram-ujemnych. Zastosowano po raz

pierwszy w literaturze metode laserowej spektrometrii mas oraz nanoczastek do

oznaczania kwasow 3-hydroksykarboksylowych. Zwiazki te analizowano w

zakresie od 1 mg/ml do 1ng/ml. Stwierdzono duza uzyteczno$¢ nanoczastek Ag-
109 w ilosciowym o0znaczaniu kwasoéw 3-hydroksykarboksylowych za pomoca,
spektrometrii mas w bardzo szerokim zakresie stgzen nawet do 1 ng/ml (np. dla
kwasu 3-hydroksydodekanowego). Wykazano réwniez , ze w poréwnaniu do
LDI MS w wigkszoéci przypadkow wyniki otrzymane za pomoca
MSlI/charakteryzowaty si¢ lepszym dopasowaniem do linii trendu i dawaty
wspotezynnik  korelacji  rowny 0,98 dla wigkszosci badanych kwasow.
Oznaczono rowniez za pomoca MSI surowicy krwi wzbogacong kwasem 3-
hydroksykarboksylowym w celu okreslenia wptywu matrycy biologicznej.
Otrzymane wyniki wykazaty duzy wplyw matrycy zarowno na detekcje jak i
oznaczanie zawartos$ci kwasow: 3-hydroksydodekanowego, 3-
hydroksyheksadekanowego i 3- hydroksyoktadekanowego.

Przedmiotem przedstawionych badan w artykule 7 byla analityka
wybranych aminokwasow. Jak wynika z danych literaturowych zawartosé

aminokwasow w organizmie czlowieka zmienia si¢ W zalezno$ci od rodzaju

L,
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spozywanego pokarmu lub stanu zdrowia. Stwierdzono, ze zaréwno zbyt

wysokie jak i zbyt niskie stezenie aminokwasow w organizmie cztowieka moze

swiadczy¢ 0 zaburzeniach metabolicznych lub rozwijajacych si¢ chorobach.
Zaprezentowano wyniki oznaczen za pomoca MSI aminokwasow takich jak:
lizyna, fenyloalanina, izoleucyna i alanina. Dla kazdego badanego aminokwasu

wykonano wykresy z dopasowaniem czterech rodzajow linii trendu: liniowej,
ekspotencjalnej, potegowej oraz wielomianowej. Wykazano na podstawie
warto$ci wspotczynnikow R? najlepsze dopasowanie, ktorym w przypadku w/w
aminokwasow byla regresja wielomianowa. Przedstawiono réwniez wyniKi

oznaczen stezen badanych aminokwasow w krwi za pomocg obrazowania
spektrometrig mas.

W artykutach 8-10 na szczegolne podkreslenie z punktu widzenia
diagnostycznego  zastuguje = poréwnanie  wynikow ~ MSI  obszaréw

nowotworowych tkanek pacjentow chorujacych na nowotwoér pecherza
moczowego z wykorzystaniem uktadéw ©AgNPET. Rak pecherza moczowego

jest dziesigtym najczySciej rozpoznawalnym nowotworem. Nowotwor ten nie
wykazuje charakterystycznych objawow, wigc zarowno diagnoza jak i
monitorowanie pacjentow pozostaje wyzwaniem. Aktualnie cytoskopia oraz
cytologia moczu sg najczystszymi metodami stosowanymi w rozpoznawaniu tej
choroby. Jak wynika z danych literaturowych Amerykanska Agencja ds.
Zywnosci i Lekow zatwierdzita sze§¢ testow moczu do wykorzystania
klinicznego w potaczeniu z cytoskopig. Trzy z nich sg wykorzystywane do
diagnostyki i monitorowania raka pecherza moczowego (biatko jadrowe -
22(NMP22), NMP22 Bladder-Chek, UroVysion), a pozostate trzy zostaty
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dopuszczone do monitorowania raka pecherza moczowego (immunocyt
(UCyt+), BTA-TRAK, BTA-STAT).

Od wielu lat poszukiwane sg nieinwazyjne metody diagnostyki raka
pecherza moczowego w oparciu o biomarkery oraz nowe testy. W przypadku
biomarkerow raka pecherza moczowego na podkreslenie zastuguje krazacy miR
-18a nalezacy do grupy matych niekodujacych RNA, ktore biorg udzialt w
progresji nowotworow. W 2020 roku Wang i wspotpracownicy (Clin Biochem.,
2020,50009-9120(20)30921) stwierdzili, ze poziom miR-18a byt podwyzszony
w tkankach raka pecherza moczowego cztowieka. Wykazali, ze ekspresja miR-
18 w osoczu byla S$cisle zwigzana z typem nowotworu, stopniem
zaawansowania, stadium TNM(klasyfikacja stuzaca do okreslenia stopnia
zaawansowania klinicznego nowotworu)i jego wielkoscig. Byli oni pierwszymi
badaczami, ktorzy okreslili potencjalng warto$¢ diagnostyczng miR-18a osocza i
tkanek w raku pgcherza moczowego. Wykazali réwniez, ze poziomy miR-18a w
tkance guza koreluja z jego poziomami w osoczu. Analiza statystyczna krzywej
oceny jakosci klasyfikatora tkanek nowotworowych i zdrowych wykazata
90,4% czutosci 1 90,1% swoistosci. Jak wynika z danych literaturowych
cytoskopia i cytologia, nie zostaly jeszcze zastgpione w praktyce klinicznej,
poniewaz badane markery oferuja niewystarczajaca. czuto$¢ i swoisto$¢ W
wykrywaniu nowotworow pecherza moczowego. Komorki raka pecherza
moczowego moga wydziela¢ enzymy, specyficzny zestaw bialek i egzosomy,
aby regulowaé¢ swoje mikrosrodowisko, wplywajac na przezycie i progresje
nowotworu, co jest takze potencjalnym zrodltem biomarkeréw. Z catej grupy
nowych testow do nieinwazyjnego wykrywania nowotworow pecherza

moczowego na szczegolng uwage zastuguja nastepujace:  ONCURIA™

.

11



m 'UMCS

(wielosktadnikowy test immunologiczny oparty na pomiarze st¢zenia 10
analitow takich jak: angiogenina, apolipoproteina, alfa-1l-antytrypsyna,
anhydraza weglanowa 9, interleukina 8, metalopeptydaza macierzy
pozakomoérkowej 9, metalopeptydaza macierzy pozakomorkowej 10, inhibitor
aktywatora plazminogenu 1, syndekan 1, oraz czynnik wzrostu srodbtonka
naczyniowego), Xpert Bladder Cancer (jest ukierunkowany na wykrycie pieciu
mRNA takich jak: CRH, IGF2, UPKIB, ANX10 i ABL1, ktére moga, ulega¢
nadekspresji w przypadku raka pgcherza moczowego), ADXBLADDER( to

nowy dostepny test immunoenzymatyczny wykorzystujaCy przeciwciala
przeciwko biatku kodujgcemu minichromosom 5 do wykrywania raka pecherza
moczowego), Bladder EpiCheck test (stosowany do badania moczu oparty na

reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym, ktora wykrywa zmiany
metylacji DNA zwigzane z nowotworem pecherza moczowego w panelu 15
biomarkerow genomowych) oraz UroMuTERT (stosowany do wykrywania
mutacji TERT, ktore sa najczystszymi zmianami genetycznymi nowotworu
pecherza moczowego). Wickszos¢ aktualnie stosowanych testow opiera si¢ na
oznaczeniu pojedynczego czynnika specyficznego dla danego typu nowotworu.
Z tego tez wzgledu dalsze prace nad nowymi metodami diagnostycznymi
powinny koncentrowac¢ si¢ na potaczeniu kilku proponowanych testow.

W artykule 8 przedstawiono poréwnanie rezultatow badan MSI obszarow
zdrowych i nowotworowych tkanek pacjentow chorych na raka pecherza
moczowego z wykorzystaniem uktadow AgNPET. Ponadto wykonano jedno-

I wiclowymiarowa analiz¢ statystyczng badanych tkanek. Pierwszym etapem
bylo przeprowadzenie ekstrakcji badanych zwigzkow za pomocag mieszaniny
metanol/ chloroform oraz metanol/woda. Nastepnie uzyskane ekstrakty poddano

.t N E
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odrebnej analizie z wykorzystaniem ptytki °AgNPET w spektrometrze
MALDI- ToF/ToF. Zidentyfikowano az 28 zwigzkow 0 najwyzszej roznicy
intensywno$ci  pomiedzy  usrednionymi  obszarami  zdrowymi  oraz
nowotworowymi. Na podkreslenie zastluguje fakt, ze wykorzystywanie analiz
statystycznych pozwolilo na wyodrgbnienie 10 nowych potencjalnych
biomarkerow raka pecherza moczowego. Kolejnym etapem badan byto
przeprowadzenie analizy MSI wycigtego guza oraz fragmentu przylegajacego do
niego zdrowego nabtonka drog moczowych. Wykonano takze odciski tkanek
nowotworowych i kontrolnych na ptytkach, a nastypnie za pomoca zestawu do
nebulizacji napylano wytworzone w wyniku reakcji redukcji nanoczastki srebra
-109. Przygotowane w ten sposob probki analizowano za pomocg MSI.
Otrzymane obrazy jonowe potwierdzily mozliwos¢ wykorzystania tej metody
jako narzedzia diagnostycznego zaréwno do identyfikacji biomarkerow
nowotworowych jak i do okreslenia ich lokalizacji na powierzchni badanej
tkanki. W kolejnym artykule 9 przedstawiono rezultaty analizy metabolicznej
celowanej i niecelowanej za pomocag NMR, LDI-MS oraz ICP-OES dwustu
probek ludzkiej surowicy krwi (100 pacjentow chorych na nowotwoér pecherza
moczowego i 100 zdrowych ochotnikéw). Wyniki otrzymane poddano
wielowymiarowej analizie statystycznej, w ktorej wskazano 4 biomarkery
zidentyfikowane za pomoca NMR. Analiza ICP-OES wykazata, ze obecno$¢ litu
oraz zelaza odréznia probki kontrolne od nowotworowych, podczas gdy za

pomocg LDI-MS stwierdzono obecno$¢ 25 zwigzkéw roznicujgcych dane
probki. Ponadto wykazano, ze dzigki wykorzystaniu w/w  metod
instrumentalnych mozliwe byto takze rozrdznienie Stopnia zaawansowania
nowotworu pecherza moczowego. Cykl artykutow konczy publikacja 10, ktora
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przedstawia rezultaty analizy 100 probek surowicy krwi pacjentow chorych na
raka oraz 100 kontrolnych od zdrowych ochotnikow za pomocg UHPLC
sprzezonej z ESI-UHR-QTOF-MS + MS/MS  (ultra-wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej z spektrometrem mas z jonizacja w
elektrospreju wyposazonym W kwadrupol i analizator czasu przelotu).
Pierwszym etapem bylo przygotowanie ekstraktow surowic. W tym celu
zastosowano ekstrakcje solwentowa, umozliwitlo to otrzymanie dwoch faz:
gornej zawierajacej przede wszystkim zwiazki polarne oraz dolnej , w sktad
ktorej wchodza gtownie lipidy. Uzyskane dane poddano analizie sktadowej
gltéwnej oraz analizie dyskryminacyjnej ortogonalnych  czastkowych
najmniejszych kwadratow. Dzigki tym analizom udalo si¢ wyodrebni¢ 27
metabolitow, ktore roznicowaty probki  kontrolne od nowotworowych.
Wykazano rowniez, ze 23 metabolity obecne w surowicy rozr6zniajg pacjentow
chorych na raka pgcherza moczowego o niskim i wysokim stopniu zto§liwosci
oraz grupy kontrolng. Znaleziono takze 37 metabolitow w surowicy krwi
roznicujacych etapy nowotworu pecherza moczowego.

Rozprawy mgr inz. Artura Kotodzieja nalezy oceni¢ pod katem zawartych
w niej rezultatéw badan jako zrodta eksperymentalnych danych, ktore wraz z
przedstawiong interpretacja przyczyniaja si¢ do dalszego rozwoju analityki
zwigzkoéw matoczgsteczkowych oraz materiatdow pochodzenia biologicznego ze
szczeg6lnym uwzglednieniem tkanek nowotworowych. Na podkreslenie
zastuguje fakt, ze Doktorant w pelni opanowat szereg nowoczesnych technik
instrumentalnych i otrzymat nowe wyniki istotne zaréwno z poznawczego jak i
przede wszystkim aplikacyjnego punktu widzenia. Reasumujac przedstawiona

do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi stawiane przez art. 179 ustawy z
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dnia 3 lipca 2018 roku oraz przepisy wprowadzajace ustawy-Prawo o0
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018 r. z dnia 30 sierpnia 2018 r. art. 219).

Bioragc powyzsze pod uwage stawiam wniosek Radzie Dyscypliny
Inzynieria Chemiczna Politechniki Rzeszowskiej o dopuszczenie Pana mgr inz.
Artura Kotodzieja do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie w przekonaniu o wysokiej warto$ci merytorycznej rozprawy
opartej o 10 artykutéw w czasopismach z listy filadelfijskiej o sumarycznym
IF= 36,744 (ilosci punktow MNiSzZW=760) zawierajacej istotne elementy
nowos$ci naukowej oraz aktywnym udziale w realizacji dwoch projektow

naukowo-badawczych wnioskuje o Jej wyrdznienie.

=, Heds Lo,

Lublin 20.07.2023 prof. dr hab. Zbigniew Hubicki
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