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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Kurpet zatytutowanej
Wykorzystanie chromatografii cieczowej do oznaczania
niskoczgsteczkowych zwigzkow tiolowych oraz biatek obecnych w osoczu
w wybranych stanach patofizjologicznych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Kurpet zostala
opracowana w wyniku badafn prowadzonych bezposrednio pod kierunkiem naukowym
dr hab. Grazyny Chwatko, prof. UL, pelnigcej funkcje promotorki. Prace badawcze zostaly
zrealizowane w ramach Doktoranckiego Projektu Badawczego nt. Badanie wplywn zakazenia
koronawirnsem SARS-Col -2 oraz szezepienia przecivko COVID-19 na nkiad sercowo-naczyniowy,
finansowanego w ramach programu Inicjatywa Doskonalosci-Uczelnia Badawcza na
Uniwersytecie Y.6dzkim. Eksperymenty medyczne w ramach tego projektu zrealizowano
we wspolpracy zjednostkami klinicznymi o zréznicowanym profilu, w tym Zakladem
Medycyny Rodzinnej Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi, Klinikq Choréb
Wewnetrznych i Farmakologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz Klinika
Reumatologii  z Pododdzialem Chorob Wewnetrznych Uniwersyteckiego — Szpitala
Klinicznego nr 2 Uniwersytetu Medycznego w f.odzi.

Ocena wyboru tematyki badaweze

Wspoélczesna medycyna coraz wyrazniej dostrzega konieczno$¢ wczesnego
identyfikowania biomarkeréw, ktére umozliwilyby skuteczna ocene ryzyka choréb
przewleklych, w tym chordb sercowo-naczyniowych, bedacych nadal jedna z gléwnych
przyczyn zgonow na Swiecie. Aktualnos¢ tematyki podejmowanej w niniejszej rozprawie
wynika z rosnacego znaczenia interdyscyplinarnego podejscia do diagnostyki choréb
cywilizacyjnych. Znaczenie wczesnej diagnostyki oraz mozliwosci predykeji schorzen
cywilizacyjnych rosnie w obliczu starzejacego si¢ spoleczefstwa, zmian stylu zycia oraz
rosnacej liczby czynnikéw ryzyka.

W ostatnich latach szczegélna uwage zwraca si¢ na role przewleklego stanu
zapalnego 1 stresu oksydacyjnego jako czynnikow inicjujacych i1 podtrzymujacych procesy
miazdzycowe oraz inne zaburzenia ukladu krazenia. Z tego wzgledu badanie markeréw
odzwierciedlajacych te procesy — takich jak homocysteina oraz biatka ostrej fazy — ma duze
znaczenie diagnostyczne, prognostyczne 1 terapeutyczne. Znaczenie pracy podkresla
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réwniez jej wymiar praktyczny: rozwodj iwalidacja nowoczesnych, czulych metod
analitycznych, opartych na chromatografii cieczowej, odpowiada na wspolczesne potrzeby
diagnostyki laboratoryjnej. Umozliwia to wiarygodne oznaczanie istotnych biologicznie
zwigzkoéw w prébkach klinicznych, co moze znalezé bezposrednie zastosowanie zarowno
w diagnostyce, jak 1w monitorowaniu terapii pacjentéw z chorobami sercowo-

naczyniowymi.

Tematyka pracy wpisuje si¢ w aktualne, interdyscyplinarne obszary badan
biomedycznych, taczac zagadnienia z zakresu patofizjologii, analityki chemicznej oraz
diagnostyki. Jej szczegdlna warto$¢ polega na ocenie wplywu pandemii COVID-19 oraz
interwencji szczepiennych na wybrane biomarkery zwigzane z funkcjonowaniem uktadu
sercowo-naczyniowego, co stanowi istotny wkiad w rozwdj wiedzy na temat odleglych
skutkéw zdrowotnych zwigzanych z zakazeniem SARS-CoV-2. Z powyzszych wzgledow,
podjeta problematyka badawcza ma nie tylko wysoka warto$¢ poznawcza, lecz rowniez
istotne znaczenie praktyczne. Jej aktualno$¢ potwierdzaja liczne doniesienia naukowe

1 kierunki rozwoju wspotczesnej medycyny laboratoryjne;.

Ocena formalna i merytoryczna rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Kurpet zostala napisana
w jezyku polskim i obejmuje lacznie 242 strony. Praca sklada si¢ z czesci literaturowej,
cze¢dci eksperymentalnej oraz odrebnego rozdzialu poswigconego dorobkowi naukowemu
Doktorantki. Rozprawe poprzedzaja: spis tresci, wykaz skrotow oraz streszczenia w jezyku
polskim 1 angielskim.

Pierwszy rozdzial, zatytulowany Wprowadzenie literaturowe (lacznie 27 stron),
rozpoczyna si¢ nietypowo, bez klasycznego wstepu, a Doktorantka od razu przechodzi do
charakterystyki zwigzkéw tiolowych, omawiajac ich wiasciwosci fizykochemiczne, udziat
w procesach biochemicznych oraz znaczenie kliniczne. Nastepnie Pani mgr Katarzyna
Kurpet opisuje wybrane biatka osocza oraz glikoproteiny, koncentrujac si¢ na ich
strukturze, wlasciwosciach fizykochemicznych, funkcjach biologicznych oraz znaczeniu
diagnostycznym 1 patofizjologicznym. Szczegdlna uwage poswiecita oméwieniu ich roli
w przebiegu choréb przewleklych, takich jak choroby uktadu sercowo-naczyniowego,
autoimmunologiczne czy metaboliczne, co stanowi istotne tto dla pdzniejszych rozwazan
eksperymentalnych. Dwa kolejne rozdzialy czg¢sci literaturowej (obejmujace tacznie cztery
strony) poswigecone zostaly omoéwieniu zagadnien zwiazanych z reumatoidalnym
zapaleniem stawow (RZS) oraz zakazeniem wirusem SARS-CoV-2 i przebiegiem choroby
COVID-19. W czgsci dotyczacej RZS Doktorantka przedstawita podstawowe informacje
na temat etiopatogenezy, przebiegu klinicznego, biomarkeréw oraz aktualnych strategii
terapeutycznych tej choroby autoimmunologicznej. Z kolei w rozdziale dotyczacym SARS-
CoV-2 Autorka omoéwila mechanizm zakazenia, odpowiedz immunologiczng gospodarza
oraz potencjalne powiklania, ze szczegdlnym uwzglednieniem wplywu infekcji oraz
szczepien przeciwko COVID-19 na uklad sercowo-naczyniowy i ogélnoustrojowa
odpowiedzZ zapalna.




Recenzja rozprawy doktorskies mgr Katargyny Kurpet

Nie ukrywam, ze wtej czgSci rozprawy doktorskiej zabraklo mi aktualnego
1 poglebionego przegladu literatury z zakresu analityki, w szczegdlnosci dotyczacego metod
przygotowania probek biologicznych (np. osocza, surowicy) do analizy, w tym technik
ekstrakeji, oczyszczania otrzymanych ekstraktéw oraz stabilizacji badanych zwiazkow.
Warto byloby réwniez uwzgledni¢ przeglad dostepnych metod oznaczania iloSciowego
analitow tiolowych i glikoproteinowych z uwzglednieniem ich czulosci, selektywnosci oraz
ograniczen metodycznych. Tego rodzaju syntetyczne zestawienie iocena aktualnych
rozwigzan analitycznych nie tylko wzbogaciloby cze§¢ literaturowa, ale takze lepiej
osadziloby cze¢s¢ eksperymentalng rozprawy w kontekscie istniejacego stanu wiedzy.
Podczas lektury tej rozprawy okazalo sig, ze informacje dotyczace metod przygotowania
probek, technik oznaczania wybranych analitow oraz walidacji procedur analitycznych,
zostaly wplecione w cze¢dci eksperymentalnej. Mimo, ze informacje te zostaly w czesci
eksperymentalnej przedstawione rzetelnie iz nalezyta dokladnoscia, ich wczesniejsze —
nawet skrotowe — ujecie wczesci literaturowej umozliwiloby pelniejsze osadzenie
prowadzonych badan w kontekscie aktualnych trendow i standardéw stosowanych

w nowoczesnej chemii analitycznej i bioanalityce.

Na poczatku czedci eksperymentalnej Doktorantka zamieécila obszerne
uzasadnienie podjetej tematyki badawczej oraz sformutowala nadrzedny cel pracy, ktoérym
- zgodnie z trescig rozprawy - bylo stworgenie Zaawansowanych naredzi analityenych opartych na
technice wysokosprawnel chromatografii cieczowey, stugacych do iloSciowego oxnacenia metabolicznie

spokrewnionych 3wiqRow siarki orag wybranych biatek osocza w probkach biologicznych.

W mojej opinii sformulowanie celu wymaga doprecyzowania, poniewaz trudno
uzna¢ technike HPLC — powszechnie znang istosowana od kilkudziesigciu lat — za
»,zaawansowane narzedzie analityczne” samo w sobie. Zamiast tego, cel pracy powinien
zosta¢ okreslony bardziej precyzyjnie i realistycznie, np. jako opracowanie i/lub
optymalizacja nowych procedur analitycznych majacych na celu oznaczenie wybranych
analitow z wykorzystaniem HPLC oraz ich walidacja. Takie ujecie trafniej oddaje
rzeczywisty wkiad naukowy Doktorantki iunika nieporozumien  zwigzanych

z przypisywaniem nowatorstwa samej technice instrumentalne;.

Czes¢ eksperymentalna rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Kurpet dotyczy
opracowania 1 walidacji trzech metod analitycznych opartych na chromatografii cieczowej

z roznymi sposobami detekeji (FLD 1 ELSD), stuzacych do ilosciowego oznaczania
niskoczasteczkowych zwigzkow siarki oraz wybranych bialek osocza w prébkach
biologicznych. Praca zostala zaplanowana poprawnie i zrealizowana zgodnie z ogdlnie
przyjetymi standardami w zakresie chemii analitycznej. Doktorantka wykorzystala znane
techniki instrumentalne, takie jak HPLC z detekcja fluorescencyjna oraz detekcjq
rozpraszania $wiatla przez odparowanie (ELSD), stosujac wczesniej derywatyzacje
analitow. Cho¢ zastosowane metody nie maja charakteru nowatorskiego, ich wykorzystanie
w badaniach nad biomarkerami stresu oksydacyjnego istanu zapalnego w kontekscie

reumatoidalnego zapalenia stawéw oraz zakazenia SARS-CoV-2 jest uzasadnione,
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poniewaz mogg stanowi¢ relatywnie proste 1 dostgpne narzedzie w badaniach o charakterze
diagnostycznym.

Zastosowany zakres analitow, obejmujacy tiolowe zwiazki niskoczasteczkowe
1 bialka osocza, zostal dobrany rozsadnie, a ich oznaczenie moze dostarczy¢ istotnych
informacji. Przeprowadzone pomiary umozliwily obserwacj¢ zmian w stanie redoks oraz
zaleznosci  miedzy markerami biochemicznymi a mozliwym ryzykiem sercowo-
naczyniowym. Przeprowadzone pomiary umozliwily oceng zmian w réwnowadze
oksydacyjno-redukceyjnej, a takze pozwolily na identyfikacj¢ potencjalnych zaleznosci
miedzy wybranymi markerami biochemicznymi a ryzykiem rozwoju schorzen ukladu

SCI’COWO—IlaCZyIliOWCgO.

Wszystkie opracowane procedury analityczne zostaly poddane procesowi walidacji,
obejmujacemu ocen¢ parametrow takich jak liniowos¢, granica wykrywalnosci (LOD),
granica oznaczalnosci (LOQ), precyzja, dokladnos$¢, powtarzalno$¢ oraz wplyw efektow
matrycowych. Przeprowadzenie tych ocen zgodnie z obowiazujacymi wytycznymi (ICH
1 FDA) potwierdza rzetelne i metodyczne podejscie Doktorantki do czescei analitycznej
pracy. Walidacja stanowi niezbedny element kazdej wiarygodnej metody analitycznej
1w tym przypadku zostala wykonana w sposéb wystarczajacy, umozliwiajacy zastosowanie
opracowanych procedur do analizy prébek biologicznych.

W pracy warto doceni¢ zastosowanie narzedzia AGREEprep do oceny
ekologicznosci protokoléw przygotowania probek. Dzigki temu Doktorantce udato sig
W sposob  systematyczny zweryfikowaé aspekty zwiazane z ograniczeniem zuzycia
toksycznych reagentéw, materialéw jednorazowych oraz energii. Wykorzystanie
AGREEprep §wiadczy o Swiadomosci znaczenia zrownowazonego podejscia w badaniach
bioanalitycznych, co stanowi cenny element pracy, zwlaszcza w konteks$cie rosnacych

wymagan dotyczacych ekologii w laboratoriach analitycznych.

Dokonujac oceny merytorycznej rozprawy doktorskiej idyskusji wynikow za
najbardziej warto$ciowe osiggnigcie w przedstawionej pracy uznaj¢ opracowanie metody:

e jednoczesnego oznaczania niskoczasteczkowych tioli (cysteiny, homocysteiny,
cysteinyloglicyny, glutationu, kwasu a-liponowego, N-acetylo-L-cysteiny) w osoczu
obok albuminy surowicy ludzkiej za pomoca wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja  fluorescencyjng  z zastosowaniem  przedkolumnowego
upochodnienia analitéw monobromobimanem,

e oznaczania bialek takich, jak: albumina, insulina, fibrynogen, transferryna,
mioglobina oraz hemoglobina w plynach ustrojowych czlowieka technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz z detekeja

rozproszenia §wiatla przez odparowanie,

e oznaczania réznych form redoks tioli - homocysteiny, cysteiny, glutationu,
cysteinyloglicyny oraz y-glutamylo-cysteiny - technikq HPLC-FLD w celu
oszacowania oceny ryzyka zaburzen sercowo-naczyniowych na skutek zakazenia

wirusem SARS-CoV-2 1 szczepienia przeciwko COVID-109.
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Warto podkresli¢, ze wyniki przeprowadzonych badan zostaly opublikowane
w dwoch artykutach naukowych w czasopismie Molecules.

Wymienione  przeze mnie osiagniccia naukowe, uzyskane —w wyniku
przeprowadzonych badan, z powodzeniem moga znalez¢ zastosowanie w badaniach
diagnostycznych i monitoringowych, zwlaszcza ~w ocenie  biomarkeréw  stresu
oksydacyjnego oraz stanu zapalnego u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawow,
a takze w kontekscie powiklan sercowo-naczyniowych zwigzanych z zakazeniem wirusem
SARS-CoV-2. Opracowane i poddane walidacji procedury analityczne, cho¢ oparte na
znanych technikach chromatograficznych, stanowia uzyteczne narzedzie do iloSciowe;j
analizy wybranych tioli i bialek osocza w materiale biologicznym, co moze wspiera¢ rozwoj
przysztych badan klinicznych w zakresie medycyny personalizowanej, ktérych celem jest
przeniesienie wiedzy iodkry¢ z badan laboratoryjnych (biochemicznych) do praktyki
kliniczne;j.

Dokonujac oceny czeéci doswiadczalnej rozprawy, nalezy z pelnym przekonaniem
stwierdzi¢, ze Doktorantka wykazala si¢ wysokim poziomem samodzielnosci
w prowadzeniu prac eksperymentalnych. Zrealizowane przez nig badania charakteryzowaty
si¢  zaréwno poprawnoscia metodologiczna, jak 1duza starannosciag wykonania.
Umiejetnosé planowania eksperymentéw, doboru odpowiednich metod badawczych oraz
ich prawidlowego zastosowania §wiadczy o solidnym przygotowaniu merytorycznym Pani
mgr Katarzyny Kurpet. Ponadto Doktorantka udowodnita, ze potrafi dokonywacé trafnej

1 krytycznej interpretacji uzyskanych wynikow, wykazujac przy tym umiejetnosé
integrowania danych pochodzacych z réznych technik analitycznych. Calo§¢ dziatan
eksperymentalnych dowodzi dojrzatosci naukowej oraz zdolnosci do samodzielnego

prowadzenia zaawansowanych projektow badawczych.
Uwagi szezegdtowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Kurpet zostala przygotowana w sposob
staranny i czytelny. Uklad pracy jest logiczny i przejrzysty, a opisy i grafiki sa czytelne, co
ulatwia zrozumienie tresci. W trakcie lektury zauwazylem jednak kilka drobnych btedéw
redakcyjnych oraz niejasnych sformutowan, ktére warto byloby poprawi¢. Uwagi te nie
maja wplywu na ogdlna oceng¢ pracy ani na rzetelno§é¢ prowadzonych badan. Prosz¢ wigc
o wyjasnienie nastepujacych kwestii:

e cel szczegolowy 2 — prosze o wyjasnienie czym jest procedura analityczna i czy sposob
metody przygotowania probek moze wplywaé na wysoka czulos$¢ i selektywnosé
oznaczen wybranych analitow? Jezeli tak, to w jaki sposob?

e dlaczego Doktorantka nie we wszystkich opracowanych metodach wykorzystata metode
dodatku wzorca wewnetrznego przy oznaczaniu analitbw za pomoca chromatografii
cieczowej?

e str. 79 - W jaki sposéb byla skonstruowana ankieta, skoro informacja w niej uzupetniona
przez pacjenta budzila watpliwosci?
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e str. 93, 122, 151, 185 — prosze o wyjasnienie, dlaczego wyznaczano efekt przeniesienia
probki, skoro stosowano elucje gradientows oraz okreslono selektywnos¢ metody? Czy
wdrozono plukanie petli w dozowniku przed zadozowaniem kolejnej probki?

® czy obserwowano zaburzenia linii podstawowej (dryf linii bazowej) w przypadku elucji
gradientowej z zastosowaniem ELSD?

e jaka liczebnos¢ grupy kontrolnej i badanej powinna by¢ uwzgledniona w badaniach
klinicznych? Czy na postawie niewielkich grup pacjentow (15 os6b) mozna wysuwac tak
daleko idace wnioski wyniki?

e prosze o wyjasnienie, dlaczego przy okreslaniu sprawnosci uktadu chromatograficznego
mowa jest o ksztalcie pikow, ale nigdzie nie ma informacji jaki byl wspotczynnik
symetrii.

Podsumowanie i wniosek koricowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze Pani mgr Katarzyna Kurpet wykazala si¢ duza
wiedza merytoryczna w zakresie tematyki bedacej przedmiotem rozprawy doktorskiej. Na
szczegblne uznanie zasluguje szeroki zakres przeprowadzonych badan doswiadczalnych,
a takze wysoki stopient samodzielnosci Doktorantki w realizacji poszczegélnych etapéw
pracy — od etapu planowania, poprzez wykonanie eksperymentéw, az po analize
1 interpretacj¢ wynikéw. Taka postawa §wiadczy o jej dojrzatosci naukowej oraz gotowosci
do prowadzenia niezaleznych badan. Zgromadzone wyniki maja istotny charakter
aplikacyjny i moga stanowi¢ wartos$ciows podstawe do dalszego rozwoju nowoczesnych
metod diagnostycznych, co znaczaco podnosi praktyczne znaczenie pracy ijej potencjat
wdrozeniowy.

W mojej ocenie rozprawa zastuguje na wyrdznienie ze wzgledu na wysoki poziom
merytoryczny, staranno$¢ wykonania oraz nowatorskie podejscie do analizowanych
zagadnien. Praca wnosi istotny wklad w rozwdj dziedziny 1 moze stanowi¢ inspiracj¢ dla
dalszych badan naukowych. Oceniajac calo§¢ rozprawy, nalezy réwniez podkresli¢, ze
podejmuje ona niezwykle aktualny i istotny z punktu widzenia praktyki klinicznej problem
badawczy, jakim jest wplyw infekcji SARS-CoV-2 oraz szczepien przeciw COVID-19 na
wybrane parametry biochemiczne u pacjentéw z chorobami przewleklymi. Tematyka ta ma
nie tylko duze znaczenie dla rozwoju nauk biomedycznych, lecz réwniez istotny wymiar

spoleczny i zdrowotny.

Wyrazam przekonanie, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny
Kurpet spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim w oparciu o art. 179 ust. Ustawy
z dnia 3 lipca 2018 r. Prgepisy wprowadzajace wustawe — Prawo o sgkolnictwie wygsgym
i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669), zgodnie z wymogami okreslonymi w Ustawie z dnia
14 marca 2003 r. (Dz. U. 2003, Nr 65 poz. 595 z pézniejszymi zmianami) i wnioskuj¢ do
Komisji Uniwersytetu f.0dzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
chemiczne o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego

Quicle Yadasia *Hvbﬂliu'h
Torunt)dnia 13 czerwea’2025 r.




