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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Kurpet
zatytutowanej ,Wykorzystanie chromatografii cieczowej do oznacza nia
niskoczasteczkowych zwigzkéw tiolowych oraz biatek obecnych

w osoczu w wybranych stanach patofizjologicznych”

Ocena ogdlna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Kurpet
zostata przygotowana w Katedrze Chemii Srodowiska Wydziat Chemii
Uniwersytetu tédzkiego pod kierunkiem dr hab. Graizyny Chwatko, prof. Ut.
Doktorantka opracowata i zwalidowata trzy niezalezne metody analityczne oparte
na wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), ktére umozliwiajg ilosciowe
oznaczania wybranych biatek oraz niskoczasteczkowych zwigzkow tiolowych w
prébkach biologicznych, czyli w ludzkim osoczu i w petnej krwi w kontekscie
wybranych stanéw patofizjologicznych. Dwie z opracowanych metod
wykorzystuja detekcje fluorescencyjng z zastosowaniem przedkolumnowej
modyfikacji chemicznej analitbw monobromobimanem (mBBr) lub 4-
aminosulfonylo-7-fluoro-2,1,3-benzoksadiazolem (ABD-F), natomiast metoda
stuzaca do oznaczania wybranych biatek w ptynach ustrojowych cztowieka jest
oparta na detekcji rozproszenia swiatta przez odparowanie.

Nowatorski charakter badan Autorki jest zwigzany z podejsciem
interdyscyplinarnym taczacym zaawansowane zagadnienia z zakresu chemii
analitycznej, biochemii oraz medycyny. Jak wykazaly przeprowadzone testy,
metody opracowane przez Autorke cechuje wysoka czutosc, precyzja
i ekologicznos¢. Na szczegdlng uwage zastuguje wdrozenie zasad zielonej chemii,
zwlaszcza minimalizacja objetosci prébki oraz minimalizacja lub catkowite

wyeliminowanie toksycznych rozpuszczalnikow na etapie przygotowania probki,
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co umotzliwito redukcje powstajacych odpadéw chemicznych. Opracowane metody dzigki
prostocie przygotowania probek do analizy pozwalajg réwniez na niewielkie zuzycie energii, co

takie wpisuje sie w zasady zielonej chemii.

Struktura i organizacja pracy

Oceniana rozprawa doktorska ma forme monografii naukowej, obejmuje 242 strony i ma
typowy uktad edytorski. W rozdziale pierwszym, ktory stanowi wprowadzenie literaturowe
Doktorantka scharakteryzowata wtasciwosci biochemiczne i znaczenie kliniczne zwigzkow
tiolowych oraz oméwita wybrane biatka osocza i ich role w chorobach przewlektych, a nastepie
wprowadzita czytelnika w zagadnienia zwigzane z reumatoidalnym zapaleniem stawow (RZS) oraz
z choroba COVID-19 wywotang przez wirus SARS-CoV-2. W drugim rozdziale Autorka uzasadnita
motywy podjetego problemu badawczego i zdefiniowata cel pracy, ktérym byto stworzenie
zaawansowanych metod analitycznych stuzgcych do ilosciowego oznaczania metabolicznie
spokrewnionych zwigzkdw siarki oraz wybranych biatek osocza. W ramach realizacji tego celu,
zamiarem Doktorantki byto takie zoptymalizowanie procedur przygotowania prébek krwi i osocza
oraz poréwnanie wynikéw otrzymanych dla badanych grup tj. pacjentéow z reumatoidalnym
zapaleniem stawow oraz pacjentéw ozdrowiericow po zakazeniu wirusem SARS-CoV-2 z wynikami
0s0b zdrowych.

W kolejnych trzech rozdziatach rozprawy doktorskiej Autorka szczegétowo opisata
opracowane metody analityczne, czyli kolejno: oznaczanie niskoczasteczkowych tioli osocza obok
albuminy surowicy ludzkiej metodq HPLC z zastosowaniem przedkolumnowej modyfikacji
chemicznej analitéw monobromobimanem, oznaczanie wybranych biatek metoda HPLC z detekcja
rozproszenia $wiatta przez odparowanie oraz oznaczanie réznych form redoksowych tioli technika
HPLC z zastosowaniem przedkolumnowej modyfikacji chemicznej analitéw zwigzkiem ABD-F.
W kaizdym z tych rozdziatéw poswieconych konkretnej metodzie opisane zostaty zastosowane
odczynniki i aparatura, warunki rozdziatu chromatograficznego i badany materiat. Ponadto
omdwiono zastosowanie opracowanej procedury do analizy probek pochodzacych od pacjentéw
lub zdrowych ochotnikéw, przeprowadzono analize statystyczna, a nastepnie przedstawiono
wyniki i je przedyskutowano. Rozdziaty 4 i 5 uzupetniono takie o oceng ekologicznosci etapu
przygotowania prébki oraz o ocene zielonosci opracowanej metody chromatograficzne;
wykorzystujac odpowiednio oprogramowanie AGREEprep oraz AGREE — Analytical GREEnes
Calculator.

Zasadnicza cze$¢ pracy konczy rozdziat zawierajacy podsumowanie i wnioski koricowe oraz
bogaty spis bibliografii. W koricowe] czesci rozprawy Doktorantka zamiescita takze swoj dorobek

naukowy obejmujacy publikacje naukowe, komunikaty konferencyjne, dziatalnos¢ dydaktyczna,



nagrody oraz udziat w projektach i szkoleniach. Dorobek publikacyjny, konferencyjny oraz bogata
aktywno$¢ organizacyjna dziatalno$¢ samorzadowa, a takze zaangazowanie w popularyzacje nauki,
a nawet dziatalnoé¢ recenzencka wskazujg na duze zaangazowanie i dojrzatos¢ naukowg

Doktorantki.

Ocena merytoryczna

Doktorantka postawita sobie za cel opracowanie trzech réznych metod analitycznych
opartych na technice HPLC stuzgcych oznaczaniu réznych zwigzkéw tiolowych wystepujacych w
osoczu oraz biatek osocza w prébkach biologicznych pochodzacych od zdrowych oséb kontrolnych
lub pacjentéw Kliniki Reumatologii Szpitala Klinicznego w todzi oraz Zaktadu Medycyny Rodzinnej
Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi. Dysertacja powstata jako efekt wspotpracy
z jednostkami medycznymi, wymagata Zgody Komisji Bioetycznej oraz doskonatej organizacji
logistycznej zwiazanej ze sprawnym  przygotowaniem i transportem probek. Wspotpraca
z jednostkami medycznymi stanowi réwniez duzy atut pod wzgledem translacyjnosci wynikow.
Oceniana rozprawa doktorska zostata czesciowo zrealizowana w ramach projektu ,Badania
wplywu zakazenia koronawirusem SARS-CoV-2 oraz szczepienia przeciwko COVID-19 na uktad
sercowo-naczyniowy” w ramach projektéw IDUB, ktérego Doktorantka byta kierownikiem, co
$wiadczy o jej wysokim poziomie zaangazowania i niezaleznosci naukowej.

Zastosowane metody chromatograficzne zostaly rzetelnie opracowane i bardzo
szczegotowo opisane w pracy doktorskiej. Opracowane procedury bylty poddane walidacji zgodnie
z wytycznymi Miedzynarodowej Rady Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji
Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi dotyczacymi walidacji metod bioanalitycznych
i analizy probek badawczych. Oceniona zostata selektywnos$é, wyznaczono zakres liniowosci,
granice wykrywalnosci i oznaczalnosci, a nastepnie oceniono precyzje, doktadnosé, wystgpowanie
zjawiska przeniesienia probki, wptyw matrycy oraz zbadano stabilnos¢ analitow w matrycy.
Opracowanie trzech réinych metod analitycznych oraz przeprowadzenie ich walidacji wymagato
od Doktorantki ogromu pracy eksperymentalnej.

Duig zalety jest takie zastosowanie opracowanych metod do rzeczywistych probek
biologicznych oraz préba ich praktycznego wykorzystania w diagnostyce chorob sercowo-
naczyniowych, reumatycznych i powiktan po infekcji SARS-CoV-2. Opracowane metody moga by¢
wykorzystane w diagnostyce laboratoryjnej co pozwolitoby na szeroka oceng funkcji uktadu
sercowo-naczyniowego obejmujacego zaréwno wybrane biatka osocza, w tym biatka ostrej fazy,
jak i zwigzki tiolowe, w tym w szczegdlnosci poziom homocysteiny w aspekcie chorob sercowo-

naczyniowych.



Praca doktorska mgr Katarzyny Kurpet zostata napisana niezwykle starannie i poprawnie
pod wzgledem stylistycznym, co jest warte podkreslenia zwlaszcza biorgc pod uwage obszernosc
rozprawy. Obowiazkiem recenzenta jest nie tylko podkreslenie osiagnie¢ Doktoranta, lecz takze
wskazanie pewnych niedociggnie¢ ocenianej rozprawy doktorskiej. Najwigcej uwag lub sugestii
mam do czeéci dotyczacej wprowadzenia literaturowego, natomiast czesci dotyczace
opracowanych metod, czyli rozdziaty 3-5 w mojej opinii sg przedtawione bardzo starannie.
Niewatpliwie duia zaletg ocenianej rozprawy doktorskiej jest duza skrupulatnosc i starannosc
opiséw metod i wynikéw. Niemniej jednak mam wrazenie, ze stopien szczegotowosci
i skrupulatnosci opisdéw czasami jest przesadny jak na rozprawe doktorskg. Mam tu na mysli np.
opisy przygotowania stosowanych roztworéw standardowych. W zupetnosci wystarczytoby
podanie stezenia stosowanego standardu tiolowego i informacja o rozpuszczalnikach. Doktorantka
natomiast w przypadku kaidego roztworu oprécz podania stezenia doktadnie opisata sposob
przygotowania np. ,Roztwér podstawowy GSSG o stgzeniu 0,01 mol/l przygotowano odwazajac do
probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml 6,1263 mg GSSG i rozpuszczajac go w 100 pl 1 mol/l
HCl, a nastepnie uzupetniajagc woda destylowang do 1 ml” , co w moim odczuciu jest zbedne
i niepotrzebnie zwieksza objetosc pracy.

Na stronie 22 przy omawianiu potranslacyjnych modyfikacji grup SH mozna bytoby

wspomnie¢ réwniez o persulfidacji, czyli modyfikacji grup -SH do formy wodoronadsiarczku.
Na stronie 23 Autorka pisze o NAC, potem wspomina o kaptoprilu i réznych innych lekach
tiolowych, potem znowu o NAC, potem ponownie o innych lekach, a nastepnie kontynuuje
stowami , Badano réwniez NAC pod katem..”. W tym fragmencie pracy jest trochg chaosu, brak tu
uporzadkowania. Ponadto Autorka formutuje zdanie ,Badano NAC pod katem jej potencjatu
zapobiegania progresji raka poprzez redukcje uszkodzen oksydacyjnych DNA i zwiekszenie
skutecznosci chemioterapii” i cytuje odpowiednig literature. Samo sformutowanie jest poprawne,
ale nie méwi nic na temat uzyskanych wynikéw i czytelnik nie wie jaki byt wniosek z tego badania.
Podobne cytacje pojawiajg sie jeszcze w kilku miejscach.

Doktorantka uzywa okreélenia transulfurylacja, podczas gdy wiasciwe jest raczej stowo
transulfuracja, czyli przeniesienie atomu siarki. Na stronie 25 Autorka pisze, Ze cysteina powstaje
w reakgji transsulfuracji siarki z metioniny na seryne” — to sformutowanie jest troche niefortunne,
poniewaz sugeruje, ze atom siarki jest przeniesiony bezposrednio z Met na Ser, podczas gdy Met
jest przeksztatcana do Hcy i dopiero wtedy dochodzi do przekazania atomu siarki (utworzenia
cystationiny i rozszczepienia). W innym miejscu Autorka stusznie podaje, ze Hcy moze byc
przeksztatcona w Cys.

W mojej opinii we wprowadzeniu lepiej bytoby najpierw oméwic szczegotowo wszystkie

tiole (Cys, NAC, Hcy, GSH), a potem ich znaczenie pod katem potencjalnego zastosowania



w leczeniu niektorych chordb lub jako markery w stanach patologicznych. Pozwolitoby to uniknac
licznych powtérzen podobnych tresci. Dla przyktadu na str. 26 sg powtdrzone informacje
o zastosowaniu NAC w chorobach ukfadu oddechowego (np. POCh, czy mukowiscydozie), jako
prekursora Cys i GSH w zatruciu paracetamolem. Podobnie informacja o badaniach NAC
w kierunku choroby Alzheimera, czy Parkinsona jest powtorzona parokrotnie w réznych miejscach
wprowadzenia literaturowego. Przy omawianiu praktycznie kazdego z tioli pojawia sie podobna
informacja: ,,odgrywa role w ochronie komérek przed stresem oksydacyjnym oraz w zapobieganiu
chorobom neurodegeneracyjnym, takim jak choroba Parkinsona i Alzheimera” - mysle, ie te
informacje mozna byto ogélnie podsumowaé w aspekcie omawianych tioli, bez koniecznosci
powtarzania przy okazji kazdego z nich. Mam réwniez zastrzezenia w stosunku do zdania: ,Zrédtem
tego aminokwasu (mowa o NAC) w diecie sa produkty bogate w Cys, takie jak jaja, mieso i nabiat,
cho¢ sama NAC nie wystepuje naturalnie w zywnosci”. To zdanie, jak zauwaza sama Autorka,
dotyczy cysteiny, natomiast NAC nie wystepuje bezposrednio w zywnosci, tylko moze by¢
dostarczana w postaci leku lub suplementu.

Opisujgc ogdlne informacje na temat cysteiny, Autorka cytuje az cztery pozycje
literaturowe, ktérymi sg podstawowe podreczniki biochemii, przy czym ten sam podrecznik
w réznych wydaniach jezykowych jest cytowany dwukrotnie (np. Berg, Tymoczko, lub Voet).
Uwazam, ze w takim przypadku zacytowanie jednego podrgcznika jest w zupetnosci wystarczajgce.
Na str. 27 Doktorantka uzyta sformufowania, ze ,GSH jest kluczowym elementem szlaku
detoksykacji w cytochromie P450”, co nie jest do korica zgodne z prawdg, poniewaz GSH bierze
udziat w drugiej fazie detoksykacji, a cytochrom P450 odpowiada za pierwsza faze. GSH raczej
wspotdziata z cytochromem P450 biorgc udziat w sprzgganiu metabolitéw powstatych z udziatem
cytochromu P450.

Na str. 28 po zdaniu ,w ostatnich latach suplementacja i stosowanie prekursoréow GSH...”
przydatoby sie zacytowanie literatury. Polemizowatabym ze stwierdzeniem iz kwas alfa-liponowy
— jest rozpuszczalny zarowno w wodzie, jak i w ttuszczach, poniewaz jego rozpuszczalnosé w wodzie
jest niewielka.

W niektérych przypadkach sugerowatabym ograniczenie ilosci cytowanych pozycji
literaturowych. Dla przyktadu po zdaniu ,W klinicznej ocenie zmian biatek w osoczu stosuje sie
kilka istotnych poje¢” — cytowane jest az 11 pozycji literatury. Z kolei przy omawianiu biatek ostrej
fazy Autorka nie zacytowata zadnej literatury przez ponad strong, a nastepnie umiescita 5 pozycji
do zdania, ze albumina stanowi 60% wszystkich biatek osocza (str. 35). Z kolei w przypadku Tf czy
Fg po pierwszym zdaniu jest cytowane pare pozycji, a potem dtugi fragment tekstu bez zadnej

cytacji. W mojej opinii te cytowania mozna bytoby rozmiesci¢ bardziej adekwatnie do tresci.



W rozdziale 3 (str. 54) opisano dwie grupy badane pacjentow z RZS - pacjenci
hospitalizowani (grupa 1) i pacjenci niehospitalizowani (grupa 1), podczas gdy wyniki
przedstawione zostaty ogdlnie dla grupy badane;j.

W przedstawionej dysertacji znalaztam zaledwie parg btedéw edytorskich lub literowych,
co $wiadczy o niezwyktej starannosci Doktorantki, zwlaszcza przy tak obszernej pracy.

Autorka rozwineta skrét NADPH jako dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, podczas gdy
jest to fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego. Skoro Cys-Gly opisano jako L-
cysteinylo-L-glicyne, a NAC to N-acetylo-L-cysteing, to konsekwentnie Cys powinna oznaczac L-
cysteine, Gly — L-glicyne, a Ser — L-seryne. W skrocie TCEP- brakuje litery ,f” - fosiny — zamiast
fosfiny. Zamiast uzywanej przez Doktorantkg nazwy anion ponadtlenkowy (O3-), powinno by¢
uzyte raczej okreslenie anionorodnik ponadtlenkowy (O2*).

7 ciekawosci recenzenta prosze o wyjasnienie, dlaczego dla oznaczania tioli w probkach
rzeczywistych pochodzacych od pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawow zastosowano
metode z zastosowaniem monobromobimanu, podczas gdy do oznaczania tioli w prdbkach
pochodzacych od pacjentéw po zakazeniu SARS-Cov-2 Doktorantka wybrata metode
wykorzystujaca derywatyzacje z udziatem ABD-F. Zastanawia mnie takze, dlaczego w metodzie

z mBBr nie oznaczano y-Glu-Cys.

Podsumowanie i wnioski

W mojej ocenie przedstawiona rozprawa doktorska mgr Katarzyny Kurpet spetnia
wszystkie warunki wymagane dla pracy doktorskiej i okreslone w artykule 13 ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 65 poz. 695 z p6in. zm.). Przedstawione wyniki maja duze znaczenie naukowe
i potencjalne zastosowanie praktyczne w diagnostyce medycznej. Na podkreslenie zastuguje
interdyscyplinarny charakter pracy, samodzielnos¢ Autorki oraz wysoki poziom metodologiczny
badad. Mimo moich uwag przedstawionych z obowigzku recenzenta, rozprawg doktorskg Pani
magister Katarzyny Kurpet oceniam bardzo wysoko. Praca ma charakter nowatorski,
przeprowadzone badania zostaly dobrze zaplanowane i bardzo starannie wykonane, a cel
wyznaczony przez Doktorantke zostat zrealizowany. Dlatego tez zwracam sig z whnioskiem
o dopuszczenie mgr Katarzyny Kurpet do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
biorac pod uwage ogrom pracy do$wiadczalnej, bardzo duzg staranno$¢ rozprawy oraz jej

interdyscyplinarny i nowatorki charakter, wnioskujg o wyroznienie rozprawy.
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