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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana mgra Pawla Rudnickiego-Velasquez
zatytutowanej ,,Opracowanie metod oznaczania wybranych swiazkow biologicsnie aktywnych
3 udiatem technik chromatograficznych i spektroskopowych wspartych analizq statystyezng”

Ocena wyboru tematyki badawese

Rozprawa doktorska Pana mgra Pawla Rudnickiego-Velasquez zostala zrealizowana
w Pracowni Badann Luminescencyjnych Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod
kierunkiem dr hab. Karola Krzyminskiego, prof. UG oraz dr hab. n. med. Magdaleny
Jankowskiej pelnigcej funkcje promotora pomocniczego.

Tematyka poruszana w ramach niZzszej pracy wpisuje si¢ w zagadnienia dotyczace
poszukiwania nowatorskich rozwiazan z wykotrzystaniem technik rozdzielania dla potrzeb
medyczne) diagnostyki w kierunku chordb przewleklych nerek. Bardzo czgsto w takich
przypadkach niezbedna jest dializoterapia, ktéra moze prowadzi¢ do niedoboru zwigzkow
biologicznie aktywnych np. witamin z grupy B. Niezbednym elementem staje si¢ kontrola
tych zwiazkéw zarowno w pelnej krwi, jak i w dializacie z otrzewnej. Zréznicowany
material do badan wymaga opracowania odmiennych metodyk zardwno pozwalajacych na
wyizolowanie danego analitu, jak i analize uzyskanych ekstraktéw. To wlasnie tym
zagadnieniom poswiecona jest rozprawa doktorska Pana mgra Pawla Rudnickiego-
Velasquez, ktéra miala na celu zaproponowanie procedur analitycznych umozlwiajacych
analize wybranych witamin rozpuszczalnych w wodzie.

Ocena merytoryezna rogprawy

Przedlozona do oceny dysertacja doktorska zostala przedstawiona w formie
klasycznej, gdzie w czesci eksperymentalnej Doktorant zamiescil wyniki badan
nieopublikowane 1 te, ktore juz ukazaly si¢ w formie artykuléw naukowych (zamieszczone
na kofcu rozprawy oznaczone od D1 do D3). Calo$¢ stanowi zbiér informacji
zamieszczonych na 110 stronach maszynopisu (bez wliczania kopii publikacji), w tym
18 rysunkéw 1 25 tabel (4 tabele jako zalaczniki w Aneksie) oraz pismiennictwo cytowane
w liczbie 115 aktualnych artykuléw czy monografii. Praca zawiera: streszczenie w jezyku
polskim i angielskim wykaz stosowanych skrotéw, czes¢ literaturowa, cel pracy, czesc
eksperymentalng oraz dyskusje wynikéw. Koncowe skladowe rozprawy doktorskiej to:
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whnioski, bibliografia, aneks, dorobek naukowy Doktoranta i kopie publikacji oraz zgodna
komisji bioetycznej wydana w 2014 roku.

Cel pracy zdefiniowany przez Pana mgra Pawla Rudnickiego-Velasquez byl
podyktowany niewystarczajacym stanem wiedzy w obszarze oznaczania wybranych witamin
tozpuszczanych w wodzie z grupy B wystepujacych we krwi pelnej u oséb dializowanych
otrzewnowo. Trzeba uznaé, ze cel (cele) badawcze sa w dos¢ nietypowy sposob -
ptzeplatane wraz z wprowadzeniem, co zmniejsza ich czytelnosé. Szkoda, ze Doktorant nie
pochylil si¢ nad sformulowaniem hipotezy badawcze;

W  czeéci literaturowej Pan mgr Pawel Rudnicki-Velasquez przedstawil
charakterystyke fizykochemiczng wybranych witamin z grupy B (tiamina — witamina By;
pirydoksyna, pirydoksal, pirydoksamina — witamina Bg) i antywitaming B (oksytiaming)
oraz ich znaczenie biologiczne. Jest to wiedza dobrze znana, ale niezbedna do oméwienia
zagadnien zwiazanych z leczeniem nerkozastepczym, gdzie przedstawione zostaty metody
leczenia dializami - hemodializa i dializa otrzewnowa. Za cenne nalezy uznaé przeglad
literatury ukierunkowany na najnowsze osiagniecia w zakresie wykorzystania chromatografii
cieczowej z téznymi sposobami detekeji do identyfikacji wybranych analitéw, ktore zostaly
opracowane w formie bardzo przejrzystej — tabela 1 i 2. W kolejnych dwoch podrozdzialach
Doktorant dokonal krotkiej charakterystyki oksytiaminy 1 uzasadnil jej znaczenie
biologiczne wraz z bardzo skromie opracowanym opisem jej oznaczania (dwie pozycje
literaturowe). Za warto$ciowe, z punktu widzenia omawianych pézniej wynikow, nalezy
uznaé rozdzial opisujacy leczenie nerkozastepeze, gdzie szczegolng uwage zwrocono na
dializ¢ otrzewnowa i hemodialize¢ oraz niekorzystne nastepstwa wynikajace z tego sposobu
leczenia. Omoéwiono rowniez dos¢ krotko najczesciej stosowany do oceny transportu
przezotrzewnowego standardowy test rownowazenia otrzewnowego (PET).

Czgs$¢ literaturows zamyka rozdzial poswigcony chemiluminescencii. Nie do kofica
moglam znalezé uzasadnianie, koniecznosci omawiania tego zjawiska, gdyz nie bylo to
przedmiotem tej rozprawy i nic nowego nie wnosi do dotychczasowej wiedzy na ten temat.
Wystarczylo tylko przedstawi¢c mozliwosci wykorzystania tej techniki do oznaczania
potencjalu przeciwutleniajacego z wykorzystaniem zjawisk chemiluminescencji.

Podsumowujac oceng tej czescl rozprawy czytajacy odnosi wrazenie pewnego
nieuporzadkowania opisu przedstawianych zagadnien.

Przechodzac do najcickawszej czesci pracy, czyli do prezentacji wynikow badan,
chcialabym podkresli¢ jeszcze raz, ze analiza tresci w nich zawartych wskazuje na realizacje
wszystkich elementéw bedacych zalozeniami pracy doktorskiej. Ta czes§¢ Doktorant
rozpoczal od przedstawienia materialéw 1 metod jakie wykorzystal do swoje] pracy
badawczej, a nastgpnie przeszed! do omoéwienia wynikow potaczonych z ich dyskusja
zawarta na 34 stronach. Nie do kofica rozumiem, dlaczego Pan mgr Pawel
Rudnicki-Velasquez wybral dosé¢ zlozona forme przedstawienia swoich osiagnigc.
Z zalozenia, cz¢$¢ ta powinna by¢ podsumowaniem przeprowadzonych badad, z ktorych
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powinno jasno wynikaé jakie innowacyjne rozwiazania problemu badawczego uzyskal
Doktorant. Dyskusja ta jest przeplatanka rezultatéw, ktére juz zostaly opublikowane
z wynikami, ktérych nie mozna znalez¢é w opublikowanym materiale. Niemniej jednak za
warto$ciowe nalezy uzna¢ wyniki zwiazane z kinetyka formowania tiochromu (rozdzial 4.4;
publikacja D1), co niewatpliwie umozliwiono optymalizacje procedury analitycznej
niezbednej do oznaczenia biologicznie aktywnej formy witaminy Bj.

W kolejnych rozdzialach (4.3-4.12) Doktorant omoéwil wyniki zwizzane
z optymalizacja poszczegdlnych technik rozdzielania z réznymi sposobami detekcji, ktore
wykorzystal w dalszych eksperymentach do analizy probek pelnej krwi oraz dializatow
z otrzewnej. Rezultaty tych badan doprowadzily Doktoranta do potwierdzenia, ze zabiegi
hemodializy wplywaja na obnizenie zawarto$ci difosforanu tiaminy w pelnej krwi
w poréwnaniu z grupa kontrolna. Ustalil, ze stopient wyplukiwania tej aktywnej formy
witaminy zalezy od czynnikdw tj.: poziom kreatyniny i hemoglobiny, liczby czerwonych
krwinek, a takze od rodzaju zastosowanego dializera.

Wigkszo§¢ z przytaczanych wynikéw zostalo opublikowane w latach 2017-2021
w czasopismach tematycznych, znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Report: Journal
of Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences (2021;
MEIN 70 pkt; IF=3,205), Luminescence (2019; 1F=1,855; MEIN 70 pkt) oraz Blood
Purification (2017; IF=1,919; MEIN 70 pkt). Nie ulega watpliwosci, ze prace te przeszly
rygotystyczny proces oceny recenzenckiej. Niestety, Pan mgr Pawel Rudnicki-Velasquez
jest pierwszym autorem tylko w jednej z wymienionych w rozprawie publikaciji [D1], drugim
- w kolejnej [D2] i trzecim - w ostatniej [D3]. W Zadnej nie jest korespondencyjnym
autorem. Ze wzgledu na fakt, ze powyzej wymienione czasopisma nie wymagaja podania,
jaki byt udziat poszczegolnych wspotautoréw w tworzenie tych publikacii, trudno okreslic
jaki wktad mial Doktorant w powstanie prac D1 i D2. Jedynie w odniesieniu do publikacji
oznaczonej jako D3 Autor okreslit swéj udzial na stronie 83 dysertacji doktorskie;.
Ponadto, ostatnia z publikacji D3 jest tematycznie niespéjna z artykutami D1 i D2.
Elementem laczacym ta publikacje z innymi jest technika identyfikacji badanych zwiazkow
oraz wybrane do badad zwigzki (witaminy rozpuszczalne w wodzie). Praca D3 jest
poswiecona witaminie C oznaczanej w suplementach, gdzie Doktorant o tematyce
badawczej tego artykulu pisze: ,,drugim watkiem niniejszej pracy...” .

Rozprawe doktorska kodczy liczacy 2 strony rozdzial Whioski. Jest to opis
najwazniejszych osiagni¢é, uzyskanych podczas realizacji pracy doktorskiej. Analizujac t¢
czg§¢ pracy mozna powiedzied, ze cel jaki postawil sobie Doktorant dysertacji zostal

zrealizowany.
Uwagi szezegotowe

Do obowiazkéw recenzenta nalezy rowniez wskazanie pewnych niezgodnosci, uwag
czy tez pytan, ktére nasunely si¢ podczas lektury pracy doktorskiej i pragne poleci¢ uwadze
Doktoranta.
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Prosz¢ o wyjasnienie:

o w jaki sposob zostaly obliczone wartosci granicy wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci
(LOQ). Na stronie 43 mamy wzory 11 i 12, z ktérych wynika niezaprzeczalnie, ze
LOQ=3*L.OD. W suplemencie publikacji oznaczonej jako D1 jest natomiast zupelnie
inny wzér, W tabelach 10, 12, 16-18 wspoltczynnik 3 zastapiony jest roznymi wartosciami
poczawszy od 1,9 a skoficzywszy na 3,5,

e rozbieznoéci w danych zestawionych na rysunku 7A i B do tego co znalazlo si¢
w publikacji D1,

e braku opisu poszczegélnych pikéw na chromatogramach (rysunek 10B, 11, 12),
zwlaszcza gdy pikéw jest wigeej niz oznaczanych analitow,

e oraz dodanie szczegblowego komentarza odno$nie wynikéw analiz uzyskane za pomoca
LC-MS/MS (str. 73, rys. 14B), gdzie Doktorant stwierdza ,jednoznacznie” obecnosé
mono- i difosforanu tiaminy oraz tiochromu w prébkach dializatu z otrzewnej. Jakie
byto LOD i LOQ dla tej techniki?

e czy wyniki w rozdziale 4.11 uzyskano na podstawie LC-MS/MS?

e wjaki sposéb okreslana byta selektywnosé poszezegolnych technik oznaczania badanych
zwigzkow?

Ogdlnie ujmujac, praca jest przygotowana starannie od strony edytorskiej, zawiera
jedynie nieliczne bledy literowe. Jednak Doktorant uzywa sformulowan, ktore wedlug
mojej wiedzy nie sa zbyt trafne i nie znajduja odzwierciedlenia w nomenklaturze
i terminologii chemicznej, np. ,w stanie chemicznie czystym” (str. 3), ,,kolumny n-oktadecylowe”
(str. 15), , detektorems masowym (MS)” (str. 22), ,,analitiw biologicznyeh”, ,,zwiazkiw biologicznych”
(str. 36), ,,analigy tandemowe”, | stagjonarne widma fluorescencii” (str. 38) ,,rozdzial” w odniesieniu
do rozdzielania chromatograficznego (cala praca), zamiennego stosowania ,,zefoda” zamiast
technika do okreélenia chromatografii cieczowej, , selazicyjanck(I1l) potasn™ (str. 39) zamiast
heksacyjanozelazian(IIl) potasu lub zelazicyjanek potasu bez wskazania wartosciowosci
zelaza, , kalibrator” (str. 48), ,,klasyezne LC oraz HPLC” (str. 75), itp.

Podsumowujac swoja recenzje stwierdzam, ze cel pracy zostal zrealizowany,
a otrzymane wyniki sa pozytywne i istotne naukowo. Troche ubolewam nad zbyt
opisowymi wnioskami koncowymi.

Do najwazniejszych osiagni¢é omawianej rozprawy doktorskiej zaliczam:
e wybdrt interesujacej naukowo tematyki badawczej,

e opracowanie metodyki oznaczania wybranych witamin rozpuszczalnych w wodzie
z mozliwoscia ich potencjalnego zastosowania w analityce biomedycznej,

e wykorzystane chemometrii i analizy statystycznej niezbednej do poszukiwania korelacji
pomiedzy otrzymanymi wynikami badaf a parametrami klinicznymi (Suplement do
artykulu, ktory ukazal si¢ w Journal of Chromatography B, 2021),
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e innowacyjne rozwigzanie do badafi wlasciwosci przeciwutleniajacych kwasu
askorbinowego oparte na pomiarze zmian parametréw emisji — wykorzystanie soli
akrydyniowych o wlasciwosciach chemiluminogennych.

Miarg naukows wartosci przedstawionej mi do oceny dysertacji jest to, ze rezultaty
badafd naukowych przeprowadzonych w ramach tej pracy zostaly juz czesciowo
opublikowane. Calkowity dorobek naukowy Doktoranta stanowi 6 publikaciji z listy JCR
(tylko w 2 z nich Pan mgr Pawel Rudnicki-Velasquez jest pierwszym autorem) oraz 13 prac
spoza listy Ministerstwa Edukacji i Nauki. Dodatkowo podczas realizacji pracy doktorskiej
Doktorant aktywnie prezentowal wyniki swoich badad na konferencjach krajowych
w postaci komunikatéw (13) oraz prezentacji plakatowych (15). Doktorant bral takze udzial
w stazach krajowych oraz byl wykonawca zadan badawczych w ramach projektow

finansowanych z Narodowego Centrum Nauki.

Wniosek koricowy

Oceniajac  zawarto$¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
Pan mgr Pawel Rudnicki-Velasquez w sposéb wystarczajaco jednoznaczny formulowal
otyginalny problem naukowy, ktry rozwigzal przy uzyciu dostgpnych metod naukowych.
W moim przekonaniu gléwny cel rozprawy byl konsckwentnie realizowany i zostal
osiagniety, a Doktorant wykazal si¢ odpowiednim opanowaniem wiedzy teoretycznej
i umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Za warto$ciowe osiagniecie,
z punktu widzenia aplikacyjnosci, mozna uzna¢ wykorzystanie metod instrumentalnych
(gtownie technik rozdzielania) w medycznych badaniach diagnostycznych. Recenzowana
tozprawa treprezentuje dobry poziom naukowy, zawiera elementy nowosci naukowej,
a wymienione powyzej uwagi polemiczne i pytania nie umniejszajg mojej pozytywnej oceny
recenzowanej pracy.

Reasumujac stwierdzam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska
Pana mgra Pawta Rudnickiego-Velasquez nt. Opracowanie metod oznaczania wybranych swiqzkdw
biologicznie aktywnych 3 udzialem fechnik chromatograficznych i spektroskopowych wspartych analizq
statystyeznq - spetnia warunki  stawiane pracom doktorskim zawarte w  Ustawie
z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz.U.
z 2022 r. poz. 574 z pdin. zm.). W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pana mgra Pawla
Rudnickiego-Velasquez do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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