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Recenzja
pracy doktorskiej mgr. Pawla Mateusza NOWAKA

pt. ,Novel bioanalytical methods using the capillary electrophoresis technique”

Oceniana praca doktorska zostata wykonana na Wydziale Chemicznym Uniwersytetu
Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr. hab. Pawta Koscielniaka, jako promotora, oraz dr.
Michata WozZniakiewicza, jako promotora pomocniczego. Przeprowadzone badania byty
czgéciowo finansowane w ramach uzyskanych przez Doktoranta grantéw: IUVENTUS Plus
Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego, PRELUDIUM Narodowego Centrum Nauki
oraz European Regional Development Fund nr POIG.0 2.0100-12-0 23/08. Warto w tym
miejscu dodad, ze mgr Pawel M. Nowak zdoby! szereg prestizowych wyr6znief naukowych,
takich jak stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla doktorantow za wybitne
osiggniecia naukowe oraz czterokrotnie roczne stypendia doktoranckie KNOW. Ponadto,
uzyskat grant wspierajacy udziat w 38th International Symposium on Capillary
Chromatography, Riva del Garda 2014. Jako student, Pawet M. Nowak byt wyrdzniony
stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz stypendium w ramach programu
TEAM Fundacji na rzecz Nauki Polskiej. Jego talent naukowy zostat doceniony juz w szkole
$redniej, kiedy otrzymat stypendium Premiera (2005 r.). Jako uczen szkoty éredniej zostat tez

laureatem narodowej olimpiady biologicznej w 2007 r.
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Na dysertacj¢ doktorska mgr. Pawla M. Nowaka sklfada si¢ 10 oryginalnych prac
doswiadczalnych, opublikowanych w formie artykuléw pelnotekstowych w uznanych
czasopismach o obiegu migdzynarodowym z zakresu nauk separacyjnych, o sumarycznym
Impact Factor ponad 36 punktéw. Wyrdzniajagcy catkowity dorobek naukowy Doktoranta
uzupelnia wspotautorstwo 4 innych prac oryginalnych w Journal of Chromatography A,
Journal of Chromatography B, Journal of Separation Science 1 Electrophoresis oraz pracy
przegladowej w cenionym TrAC-Trends in Analytical, a takze autorstwo opracowania
zamieszczonego w czasopi$mie stowarzyszenia doktorantéw UlJ. Te prace, niewchodzace w
zakres doktoratu, dodajg mgr. Pawlowi M. Nowakowi prawie 20 punktéw IF do catkowitego
dorobku publikacyjnego. Biorac pod uwage krétki okres pracy naukowej, osiagnigcia
Doktoranta sa znakomite. Zwlaszcza, ze Jego wkiad koncepcyjny i eksperymentalny w
poszczegdlne badania nie budzi watpliwosdci — nie tylko ze wzgledu na przedstawione
pisemne oswiadczenia wspolautorow, ale takze z uwagi na spdjnosé tematyczng i
konsekwentne zglebianie podstaw i praktyki elektroforezy kapilarne;.

Wobec wyrdzniajacego sie dorobku naukowego mgr. Pawta M. Nowaka,
zweryfikowanego przez recenzentéw o najwyzszej naukowej klasie miedzynarodowej, moje
zadanie oceny kwalifikacji kandydata do stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk
chemicznych, w zakresie chemii, jest zaszczytng fofmalnos'ciq.

Praca doktorska mgr. Pawla M. Nowaka zostala w catosci opublikowana w formie 10
artykutéw oryginalnych w fachowych, wysokiej rangi czasopismach chemicznych. W kazdej
z 10 prac skiadowych figuruje P. (M.) Nowak jako pierwszy autor. Dziewig¢ czasopism, w
ktorych opublikowano doktorat miedci sig¢ tzw. pierwszym kwartylu (Q1) dla zakresu chemii
analitycznej. Te publikacje, wraz z krotkim wprowadzeniem, zwigztym ale wnikliwym

komentarzem oraz podsumowaniem, stanowig istot¢ nowoczesnej rozprawy doktorskiej,
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wpisujacej si¢ w standardy wiodacych swiatowych instytucji naukowych z zakresu nauk
$cistych i przyrodniczych.

Dobra jest redakcja opracowania doktorskiego. Po spisie tresci, liscie skladowych
publikacji, abstrakcie, streszczeniu i zestawieniu uzywanych skrétéw, nastgpuje
o$miostronicowe wprowadzeﬁie do elektroforezy kapilarnej. Czes$é ta jest napisana zwigzle,
ale zasadniczo wyczerpujaco. Autor wykazuje sie swobodng znajomoscia poruszanej
problematyki chemicznej i zwigzanego pismiennictwa.

Z kolei, w formie tabelarycznej Doktorant podsumowuje wyniki poszczegdlnych prac
sktadowych dysertacji, wymienionych chronologicznie .Jest to bardzo czytelne
~wypunktowanie” istoty stawianych probleméw badawczych i uzyskanych rozwigzan.

W nastepnej czesci rozprawy doktorskiej znajduja si¢ kopie poszczegdlnych 10
publikacji oryginalnych, a nastepnie o§wiadczenia wspdtautoréw potwierdzajace wiodaca
pozycje P. Nowaka przy opracowaniu koncepcji badawezej, przeprowadzeniu doswiadczen,
analizie wynikow, przygotowaniu manuskryptéw i prowadzeniu procedury publikacyjne;j.

Po publikacjach sktadowych rozprawy doktorskiej Autor zamiescit podsumowujacy
28-stronicowy komentarz z wnioskami z przeprowadzonych badan (plus 3-stronicowy spis
cytowanego pi§miennictwa). Komentarz dobrze oddaje bieglo$¢ Doktoranta w zakresie teotii 1
bioanalitycznych zastosowan elektroforezy kapilarnej.

Po komentarzu, Autor poswigcil 4 strony na ,,Supplementary Material”. Jest to raczej
podrecznikowe przedstawienie podstawowych zagadnien fizykochemicznych zwigzanych z
elektroforeza kapilarng. Nie bardzo rozumiem celowo$é¢ zamieszezenia tego elementarnego
opisu w pracy doktorskiej. Jeshi Autor zamierzat w tym miejscu zglgbié¢ problematyke
oznaczen pH i pKa, to raczej powinien odnieéé si¢ do buforu wodnoorganicznego,
zawierajacego 15% ACN, ktory stosowal w pracy A6. Powstaje bowiem pytanie, czy w tej

pracy Autor oznaczat ostatecznie w"pKa, s"pKa czy moze °pKa?
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Odnoszac si¢ szczegdtowo do stwierdzen Doktoranta uznaj¢, ze wyliczenie pKa z
dwdch danych doswiadczalnych, a nawet z jednej doswiadczalne i jednej teoretycznej, nie
bylo publikowane w przypadku elektroforezy. Jest to zatem oryginalne osiagniecie mgr.
Pawla M. Nowaka. Pozwolg sobie jednak zauwazyé, ze w przypadku HPLC w tzw.
odwrotnym ukladzie faz podejscie oparte o dwa przebiegi chromatograficzne bylo stosowane,
mi.in. przez zespoly Snydera i Dolana, Bosch i Rosesa, Nikitasa i Papalouisi’ego, a takze
Wiczlinga i mojego. Natomiast bardzo cennym innowacyjnym pomystem badawczym mgr. P.
Nowaka jest minimalizacja bledu przy oznaczaniu ruchliwosci elektroforetycznej poprzez
prosty zabieg, polegajacy na usrednieniu wartoéci pomiarowych z dwdch nastrzykoéw
wprowadzonych przez dluzszy i przez krdtszy koniec kapilary.

Przewaga elektroforezy kapilarnej nad RP HPLC przy oznaczaniu pKa wynika
gléwnie z mozliwosci stosowania buforéw wodnych, bez dodatkéw rozpuszczalnikéw
organicznych. Wykazanie przez Doktoranta, ze kapilary o pokrytej kowalencyjnie badz
dynamicznie powierzchni zapewniajg silniejsze i bardziej powtarzalne przeptywy
elektroosmotyczne (EOF) ma warto$é poznawcza i praktyczng z punktu widzenia oznaczen
pKa.

Zastosowanie przez Doktoranta elektroforezy kapilarnej z detekcja DAD pozwolilo na
réwnoczesne wykorzystanie zalet rozdzielania elektroforetycznego oraz spektrofotometrii do
celéw oznaczania pKa. CE-DAD z pomiarem absorbancji przy dwdch réznych dlugosciach
fali pozwala na oznaczenia pKa bez koniecznosci znajbmos’ci wspolczynnika absorpcji
analitu.

Bardzo ciekawe badania o charakterze podstawowym fizykochemicznym podjat
Doktorant w pracy skladowej Nr 6, poswigcconej analizie zaleznoéci entalpiczno-
entropicznych dia procesdéw rownowag kwasowo-zasadowych pochodnych warfaryny. Autor

poréwnat dwie elektroforetyczne metody oznaczania pKa. Jedng, bazujaca na pomiarach
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efektywnej ruchliwosci elektroforetycznej wedlug klasycznej procedury CZE i druga, oparta o
pomiary widm absorpeji UV (CE-DAD). W zastosowanych buforach znajdowat si¢
dodecylosiarczan sodowy (10 mM) oraz acetonitryl (15% v/v). Te dodatki spowodowaly
podwyzszenie pKa, zardwno warfaryny jak 10-hydroksywarfaryny o 1,5 jednostek pH. Jest to
racjonalna obserwacja, chociaz powstaje pytanie, jaki rodzaj pH przedstawiony jest na Fig. 2
w oryginalnej pracy? Raczej nie jest to referencyjne »"pH.

Oddzielng cze$¢ pracy doktorskiej stanowia rozdzielenia i oznaczenia biatek
transportujacych zelazo: transferryny i laktoferryny. To trudne zdanie zrealizowat Autor
stosujac elektrokinetyczng chromatografie micelarng (MEKC). Dodatkowo w pracy
doktorskiej opracowana zostata procedura oznaczania wysycenia transferryny przez zelazo.

Ekspercka sprawnos¢ analityczng w zakresie metod elektroforetycznych
zademonstrowat mgr P. Nowak dokonujac enancjospecyficznych rozdzielen warfaryny i jej
metabolitow. Metoda wykorzystuje tworzenie uktadéw inkluzyjnych z metylo-B-
cyklodekstryng w wysokim pH. Dla pochodnych warfaryny przeprowadzone zostaly
oznaczenia pK, metodami elektroforetycznymi dla pierwszego i drugiego stopnia dysocjacji.
Uzyskano wartosci o znaczeniu referencyjnym ze wzgledu na eliminacje wplywu na wynik
koncowy sity jonowej buforu. Mechanism dysocjacji pochodnych warfaryny, wolnych i w
formie komplekséw supramolekularnych z cyklodekstryna, zostat przedyskutowany w
kontekscie wynikéw modelowania molekularnego przeprowadzonego we wspétpracy z dr.
Mariuszem Mitorajem.

Kwasowos¢ warfaryn zostala przebadana takze w uktadach supramolekularnych z
albuming surowicy krwi ludzkiej (HSA). Wykazano, ze HSA obniza o okoto 0,5 jednostki
wartosci pKa warfaryny i jej metabolitéw. Wedhug Doktoranta, moze to mieé¢ konsekwencje

éarmakokinetyczne, gdyz warfaryny wystgpuja we krwi (a nie sa transportowane, jak pisze

Autor na str. 141) gtéwnie w formie zwigzanej z albuming. Uwazam, Ze raczej nie powinno
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by¢ takich obaw, gdyz obniZenie pKa 0 0,5 jednostki nie wptynie na ilo$¢ farmakologicznie
aktywnej formy niezdysocjowanej, poniewaz pH krwi wynosi okoto 7,3 a rozwazane
warfaryny maja pKa okolo 5 (W10 ma 5,95). Uwzglednienie przez Doktoranta problematyki
farmakokinetycznej zastuguje jednak na uznanie.

Praca doktorska jest bardzo dobrze napisana, gdyz Autor posiad} peine zrozumienie
przedstawianych zagadnien. Takze strona graficzna nie budzi zastrzezeni. Znalaztem tylko
trzy btedy typograficzne! Na str. 130 wiersz 1 od doha (jest ,,changes™ zamiast ,,change”), na
str. 147 wiersz 12 od dolu (powinno by¢ ,.electrochromatography”) i na str. 159 wiersz 12 od
dotu (jest niezrozumiate stowo ,thereat™).

Oryginalne wyniki badawcze przedstawione w pracy doktorskiej sa wyrdzniajace.
Zawarty w dysertacji material, a takze dorobek naukowy Autora zashigujg na specjalne
uznanie. Niewatpliwie przy ich pozyskiwaniu znaczgca byla rola wybitnych partneréw. Mgr
Pawel M. Nowak jednak bardzo umiej¢tnie i kreatywnie wykorzystal udostepnione Mu
mozliwosci badawcze. Dowiddt, ze jest przygotowany do migdzynarodowej konkurencji
naukowej w zaawansowanej chemii analityczne;j.

Bardzo wysoko oceniam prace doktorska mgr. Pawla M. Nowaka i prosze Wysoka
Rade Wydziatlu Chemicznego Uniwersytetu Jagiellonskiego o wyznaczenie terminu
publicznej obrony tez doktoratu z dziedziny nauk chemicznych w zakresie chemii. W moim
przekonaniu oceniana dysertacja doktorska spetnia wszystkie wymogi ustawowe za$ Autor
zashuguje na wyréznienie ze wzgledu na wartosciowe wyniki, wykazanie si¢ nieprzecigtng
wiedza i umiejetnosciami analitycznymi oraz za opublikowanie wynikéw badan, wykonanych

w ramach doktoratu, w wiodacym specjalistycznym naukowym czasopi§miennictwie

miedzynarodowym.
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