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Celem badan przeprowadzonych w ramach doktoratu byto rozwijanie réznorodnych
metod bioanalitycznych wykorzystujgcych technike elektroforezy kapilarnej potgczonej

z detektorem z matrycg diod (CE-DAD), oraz ocena analitycznego potencjatu

i stosowalnosci tej techniki do rozwigzywania réznorodnych probleméw badawczych.
Elektroforeza kapilarna jest dynamicznie rozwijajgca sie technikg wysokosprawnego
rozdzielania mieszanin, przedstawiang jako alternatywa do szeroko stosowanej
wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej. Wykorzystuje zjawisko elektroforezy, czyli
wedréwki rozpuszczonych w cieczy czgsteczek obdarzonych tadunkiem pod wptywem
przytozonego pola elektrycznego, ktore zachodzi w waskiej kapilarze krzemionkowej.

W pracy doktorskiej zostaty zaprezentowane i omowione trzy typy osiggnie¢ naukowych:
nowe metodologie, zastosowania w bioanalizie, i zastosowania w biochemii analitycznej.
Jako nowe metodologie zaprezentowano innowacyjne podejscia do wyznaczania
pewnych istotnych analitycznie parametrow. Jako pierwsza zaproponowana zostata
metodologia pozwalajgca na eliminacje istotnego i szeroko pomijanego w rozwazaniach
zrodfa btedow systematycznych w wyznaczaniu wartosci ruchliwosci elektroforetycznych
i elektroosmotycznych, tzw. dystorsji pola elektrycznego wigzgcej sie z niedostatecznym
chtodzeniem kapilary podczas pomiaru. Metoda ta wykorzystuje potgczenie nastrzyku
probki z przeciwnych stron kapilary, jest tatwa i szybka, i moze mie¢ szerokie
zastosowanie praktyczne. Jako druga zademonstrowana zostata nowa metodologia
wyznaczania wartosci statej dysocjacji kwasowej, oparta ha znaczgco ograniczonej
liczbie pomiaréw w stosunku do metody tradycyjnej. Okazato sie, ze stosujgc
odpowiednie rownanie mozliwe jest wyznaczenie wartosci statej z zadowalajgcg
doktadnoscig metodg dwu- lub jedno-punktowsg, co odpowiada liczbie buforow o danym
pH ktore nalezy wykorzysta¢ celem pomiaru ruchliwosci elektroforetycznej. Skutecznosé
metody zostata potwierdzona wykonujgc odpowiednie modelowanie oparte na
otrzymanych wartosciach, obejmujgce rozdzielczos¢, kolejno$¢ migracji, czasy migraciji i
nakfadanie sie sygnatéw analitycznych od roznych zwigzkdw.

Zastosowania w bioanalizie to nowe specyficzne metody rozdzielania zwigzkow
matoczagsteczkowych i biatek. W pracy opisano pionierskie metody pozwalajgce na
rozdzielenie transferyny i laktoferyny ze wzgledu na stopieh wysycenia zelazem, i uzyto
do tego celu odmiane elektroforezy kapilarnej jakg jest micelarna elektrokinetyczna
chromatografia. Po drugie opisano metode rozdzielenia warfaryny — znanego leku
przeciwzakrzepowego, i jej gtdbwnych metabolitéw — hydroksywarfaryn. Udato sie tego
dokonac¢ przy uzyciu odpowiednio zmodyfikowanej kapilary, polegajgc na tzw.,
powlekaniu dynamicznym. Sukcesem byto rowniez jednoczesne rozdzielenie



enancjomerdw wszystkich tych zwigzkdéw przy uzyciu odpowiednio dobranego selektora
chiralnego — cyklodekstryny.

Zastosowania w biochemii analitycznej to z kolei nowe metody przydatne z punktu
widzenia szeroko rozumianej charakterystyki fizykochemicznej biomolekut. Jako
pierwszg oméwiono metode analizy aktywnosci enzymatycznej roslinnego biatka
btonowego odpowiedzialnego za hydrolize chlorofilu — chlorofilazy. Spektakularnym
efektem dzialania tego enzymu jest utrata zielonej barwy lisci podczas sezonowych
zmian por roku. Uzytego oczyszczonego biatka rekombinowanego pochodzacego z
rzodkiewnika pospolitego. Poréwnano dwa podejscia, tradycyjne off-line (reakcja w
probdéwce) oraz alternatywne on-line (reakcja bezposrednio w kapilarze). Drugie z nich
okazalo sie by¢ skuteczne i zapewnia¢ duzo mniejszg konsumpcje enzymu i reagentow.
Drugg metodg byto kontrolowane wysycanie wspomnianego wczesniej biatka —
transferyny, rowniez w podejsciu off-line i on-line. Udato sie wykazac, ze mieszanie sie
nastrzyknietych do kapilary stref moze nastepowac w dwojaki sposéb: elektrokinetyczny
i dyfuzyjny. Badano rowniez kwasowosci ksenobiotykdéw (wyznaczono wartosci statej
dysocjacji kwasowej pKa), co zaowocowato charakterystykg ponad 20 pochodnych
kumaryny, z ktérych wiekszos¢ nie posiadata przypisanych wartosci statej dysocjacji.
Szczegdbtowo zbadane termodynamike dysocjacji warfaryny i 10-hydroksywarfaryny.
Otrzymany obraz entalpowo-entropowy okazat sie by¢ zgodny z przewidywaniami
teoretycznymi dotyczgcymi charakterystyki wewngtrzczgsteczkowego wigzania
wodorowego angazujgcego dysocjujgcy proton. Prowadzono réwniez intensywne
badania nad zmianami pKa warfaryny i jej metabolitdw spowodowanymi tworzeniem
komplekséw z cyklodekstrynami i albuming. Udato sie wykazac istotnos¢ drobnych
roznic strukturalnych w kontekscie kierunku i skali zmian wartosci statej pKa, oraz w
kontekscie analizy termodynamicznej (znak entalpii dysocjacji). Wyniki te otworzyty
dalsze interesujgce kierunki badan, wpisujgce sie w nurt tzw. chemii supramolekularne;j.

Wyniki otrzymane w wyzej opisanych obszarach jasno pokazujg, ze technika
elektroforezy kapilarnej jest wielofunkcyjnym narzedziem analitycznym o duzym
potencjale naukowym. W pracy oméwiono istotne zalety jakie oferuje: mnogos¢
sposobow pozwalajgcych na optymalizacje metody rozdzielania, mozliwos¢
zastosowania odpowiednich srodkow minimalizujgcych btedy i przyspieszajgcych
analize, mozliwos¢ automatyzacji i minimalizacji procedury analitycznej przez
zastosowanie podejscia on-line/in-capillary, jak rowniez potgczenie zalet rozdzielania
elektroforetycznego i pomiaru spektrofotometrycznego (detekcja DAD). Cechy te, jak
i specyficzne podstawy fizykochemiczne — rozdzielanie zalezne zaréwno od
wypadkowego tadunku czgsteczki jak i jej hydrodynamicznego rozmiaru, czynig
elektroforeze kapilarng wysoko konkurencyjng dla innych technik, np. wysokosprawnej
chromatografii cieczowej. W zwigzku z powyzszym mozna spodziewac sie dalszego
rozwoju tej techniki, i przewidywac, ze stanie sie ona jeszcze bardzie popularnym
wyposazeniem nowoczesnych laboratoriéw analitycznych.

Badania zwigzane z wysycaniem biatek oraz analizg teoretyczng struktur pochodnych
kumaryny prowadzono w ramach wspétpracy wewnatrzwydziatowej z innymi zespotami



badawczymi (prof. dr hab. Grazyna Stochel, dr hab. Mariusz Mitoraj). Badania
dotyczace aktywnosci chlorofilazy prowadzono w ramach wspotpracy
miedzywydziatowej, z Wydziatem Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii (prof. dr hab.
Leszek Fiedor). Czes¢ prac finansowana byta z projektow badawczych kierowanych
przez Autora pracy, przyznanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(luventus Plus 2015-2017, grant IP2014 033273) oraz Narodowe Centrum Nauki
(Preludium 2016-2019, grant 2015/17/N/ST4/03792).



