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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Pawla Mateusza Nowaka zatytutowanej ,,Novel bioanalytical methods
using the capillary electrophoresis technique” wykonanej w Zaktadzie Chemii Analityczne;j
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego

Elektroforeza kapilarna (CE) jest juz od ponad dwodch dekad powszechnie
zaakceptowang i szeroko stosowang technika rozdzielcza analizy chemicznej, konkurujaca z
technikami chromatograficznymi do oznaczen bardzo wielu grup zwigzkow chemicznych. Jej
mozliwos$ci rozdzielcze, przewyzszajace w wielu przypadkach te, ktore mozna osigga¢ w
wysokosprawnej chromatografii cieczowej powoduja, ze jest ona szczegblnie czesto
stosowana w analizie materiatbw pochodzenia biologicznego o bardzo ztozonych matrycach,
a w tym do oznaczania wielkoczasteczkowych biomolekut. Zastosowaniom tym sprzyja
mozliwo§¢ wykorzystania roéznorodnych spektroskopowych i elektrochemicznych metod
detekcji, w tym rowniez spektrometrii mas. W tym nurcie badan analitycznych mieszcza si¢
prace publikowane w czasopismach naukowych wspotautorstwa mgr P. M. Nowaka, ktorych
jak na poczatkowe stadium dziatalnos$ci naukowej jest juz wyjatkowo duzo. Zbior 10 z nich
zostat przedstawiony z dodatkowymi komentarzami Radzie Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego jako praca doktorska, promowana przez kierownika Zaktadu Chemii
Analitycznej Wydziatu Chemii UJ prof. dra hab. Pawla Koscielniaka, a na promotora
pomocniczego zostat powotany dr Michat WozZniakiewicz z tego samego Zaktadu. Jak mozna
sadzi¢ z zyciorysu mgr P. M. Nowaka dolaczonego do tekstu rozprawy, praca zostata
wykonana w latach 2012-2016 w ramach Studium Doktoranckiego na Wydziale Chemii UJ,
po ukonczeniu studidéw magisterskich przez mgr P. M. Nowaka na Wydziale Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii UJ w roku 2012.

Pod wzgledem tematyki prowadzonych badan, stosowanych metodologii 1 instrumentacji
recenzowana praca miesci si¢ w bardzo waznym nurcie rozwojowym wspotczesnej chemii
analitycznej, ktérym jest opracowywanie nowych, wielosktadnikowych metod analizy.
Badania dotyczyly trzech gtéwnych zagadnien:

- opracowania metod CE oznaczania wybranych biatek oraz warfaryny 1 jej pochodnych,
w tym rozdzielania enancjomerow z zastosowaniem roznie podstawionych cyklodekstryn jako
selektoréw chiralnych,

- okre$lania warto$ci stalych dysocjacji kwasowo-zasadowych metoda CE oraz
ruchliwosci elektroforetycznej i1 elektroosmotycznej,
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- zastosowania chemiczne zmodyfikowanych kapilar w oznaczeniach wybranych biatek
oraz warfaryny i jej pochodnych.

To tematyka bez watpienia ciekawa, chociaz jak pozwala to okresli¢ popularna baza
publikacji ISI Web of Science, publikacji na temat CE i zastosowania cyklodekstryn jest juz
ok. 2,5 tysiecy, CE i transferyn ok. 200, CE i warfaryny — kilkadziesiat.

Przedstawiona rozprawa zredagowana jest w jezyku angielskim. Wymagane ustawo-
wo streszczenie w jezyku polskim jest bardzo lakoniczne. Cata rozprawa jest bardzo
obszerna, bo liczy az 163 stron, z czego 83 strony stanowig kserokopie 10 publikacji, ktorych
wspotautorem jest mgr P. M. Nowak, na 15 str. - przedstawione sg o$wiadczenia o wkladzie
pracy 13 wspoétautoréw (i to jest wyjatkowo liczny zespdt bioragcy udzial w przygotowaniu
jednego doktoratu, w tym z udzialem az 4 samodzielnych nauczycieli akademickich). Ostatnie
40 stron to autorski komentarz do 10 prac wlaczonych do rozprawy z lista 25 cytowan, wraz
z lista 6 prac z wspotautorstwem mgr P. M. Nowaka nie wlaczonych do rozprawy oraz
kilkoma stronami ogdlnych uwag metodologicznych na temat CE.

W przypadku rozprawy stanowiacej zbior opublikowanych prac wiasciwie recenzja
moglaby si¢ sprowadzi¢ do stwierdzenia, ze poniewaz wszystkie artykuly sa opublikowane w
recenzowanych, migdzynarodowych czasopismach o bardzo dobrej reputacji — oznacza to, ze
byly juz pozytywnie zrecenzowane przez dobrych fachowcow z osrodkéw badawczych w
roznych krajach. A dodatkowo - wszelkie ewentualne niedostatki mogli Autorzy na podstawie
wskazowek recenzentow usuna¢ lub poprawi¢. Wlaczone do rozprawy artykuty byty
opublikowane w Electrophoresis — 2 prace, IF 2,48; w Journal of Chromatography A — 4
prace, IF 3,93; w Journal of Chromatography B — 1 praca, IF 2,69; w Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis — 1 praca, IF 3,17; oraz w RSC Advances — 2 prace,
IF 3,29.

Wydaje si¢ wigc, ze w takich okoliczno$ciach rolg recenzenta moze by¢ okreslenie w
oparciu 0 obowigzujaca ustawe:

1. Czy praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego (chociaz to wtasnie
jest szczegllnie rygorystycznie przestrzegane w postaci koniecznego warunku autentycznej
nowosci naukowej w dobrych czasopismach)?

2. Czy przedstawiony zbidr publikacji jest ,,spojny tematycznie”, jak wymaga tego
ustawa?

3. Jaki jest wymagany ustawowo ,,indywidualny wktad kandydata”, poniewaz wszystkie
przedstawione publikacje sg wieloautorskie?

Pod wzgledem oryginalnosci opisanych rozwigzan w pracach wiaczonych do rozprawy,
do tych, ktore uwazam za jako najwazniejsze osiggnigcia, zaliczam:

- opracowanie metody CE jednoczesnych oznaczen form holo- i apo- transferryny i
laktoferyny z zastosowaniem zmodyfikowanej polimerem obojetnej kapilary z wyraz-
ng poprawg sprawnosci w stosunku do kapilary niezmodyfikowanej i z bardzo dobra
precyzja czasOw migracji (praca nr.2);



skuteczne zastosowanie planu Doehlerta do optymalizacji warunkéw rozdzielania
metoda MEKC form transferyny wystepujacych w procesach wigzania zelaza i porow-
nanie przebiegu procesu zachodzacego wewnatrz kapilary dyfuzyjnie i elektrofo-
retycznie (praca nr. 3);

wykazanie na przyktadzie rozdzielen chiralnych hydroksywarfaryn roli istotnych zmian

pKy kompleksow z cyklodekstryng, czemu towarzyszyto réwniez modelowanie mole-
kularne powstajgcych kompleksow (praca nr. 4);
- wykorzystanie réznic widm UV-Vis form sprotonowanych i niesprotonowanych do
elektroforetycznego wyznaczania wartosci pKy w ukladzie pomiarowym z zastoso-
waniem detektora diodowego (praca nr. 5);
szczegdtowe zbadanie i interpretacj¢ efektoéw wprowadzania probki do kapilary ze

strony jej dluzszego i krétszego odcinka w stosunku do potozenia detektora w
handlowych rozwigzaniach konstrukcyjnych (praca nr. 8);

przekonywujace pokazanie, jak wyznaczane wartosci pK, rozdzielanych analitow, w
tym warto§ci wyznaczone uproszczonymi metodami zaproponowanymi przez
Autorow, moga by¢ wykorzystane do przewidywania migracji elektroforetycznej,
sekwencji migracji analitow, rozdzielczosci, czy tez nakladania si¢ sygnaléw w
pomiarach CE (praca nr.10). Waznym osiggnigciem jest tez wykazanie, ze istotnym
elementem w wyznaczaniu warto$ci pK; metoda CE jest wilasciwy dobor rodzaju
zastosowanej kapilary.

Lista dostrzezonych mankamentoéw (lub tez niejasnych dla mnie elementéw) w przedsta-
wionych publikacjach jest nastgpujaca:

1. W pracy nr.l (krotki komunikat o oznaczaniu aktywno$ci chlorofilazy) brak jest
finalnej optymalizacji warunkdw oznaczania, oceny statystycznej powtarzalnosci czaséw
migracji 1 wielko$ci sygnatow oraz warunkéw kondycjonowania kapilary. I chociaz wspom-
nieli o tym sami Autorzy, faktem jest, ze opublikowana praca tego nie zawiera.

2. W pracy nr. 2 nie jest dla mnie jasne, skad jest taka duza rdznica czasoOw migracji dla
form holo- i apo- laktoferyny na Rys.1 i 2 (str. 30 i 31 rozprawy).

3. Okreslenie metody micelarnej MEKC, opracowanej do rozdzielania form transferryny,
jako ,.ultraselective” przy uzyskiwanych sprawnos$ciach, uwazam ze zdecydowanie przesadne
(praca nr. 3, str. 38 rozprawy).

4. Nie jest dla mnie jasne, z czego wynika r6znica w dlugos$ciach wigzan podanych w
modelach czgsteczek WAR, WAR-7-OH i WAR-10-OH na Rys.4 w pracy nr.4 i na Rys.2 w
pracy nr. 5.

5. Z wyjatkiem kroétkiej wzmianki w pracy nr. 5 (str.53 rozprawy) brak jest porOwnania
wyznaczonych wartosci pK, hydroksywarfaryn z danymi z wcze$niej opublikowanych prac
innych autoréw.

6. Nie doczytalem si¢, jak obserwacje zawarte w pracy nr.8 moga by¢ w praktyce
analitycznych pomiardw elektroforetycznych wykorzystane np. do poprawy precyzji tych
pomiardw, ktéra jest przeciez jedng z najpowazniejszych niedoskonatosci elektroforezy
kapilarnej jako techniki analitycznej.

7. Trudno mi troche¢ zrozumie¢ motywy takiego podejscia, ze w streszczeniu pracy nr.9
(str. 87 rozprawy) czytamy ,,..allowed for the first time to separate warfarin from its six main



hydroxy-metabolites...”, i juz nastgpnej stronie Autorzy jak najbardziej poprawnie cytuja
pracg z 2013 roku z Georgia State University z tego samego czasopisma jako odnos$nik [25],
pokazujaca opisane wczesniej bardzo tadne rozdzielenie elektroforetyczne tych analitéw. A
generalnie wprowadzenie literaturowe do tej publikacji tylko bardzo lakoniczne dotyka
problemu modyfikacji kapilar do rozdzielania elektroforetycznego biatek, co jest bardzo
szeroko dyskutowanym tematem w literaturze. Polecam tu chociazby bardzo kompetentny
przeglad z zespolu Prof. Susan Lunte z dziesigtkami warto$ciowych odno$nikow do prac
oryginalnych Anal. Meth., 6 (2014) 5427.

8. W pracy nr. 10 dotyczacej wyznaczania wartosci statych dysocjacji kwasowej 20
pochodnych kumaryny zabrakto mi informacji na temat precyzji prowadzonych pomiarow i
jej wptywu na wyznaczane wartosci, a to przeciez dos¢ newralgiczny czynnik we wszelkich
zastosowaniach elektroforezy kapilarnej. Wydaje sie to przeciez szczegdlnie wazne przy
jedno- lub dwu-punktowych procedurach zaproponowanych w tej publikacji.

9. Juz tylko jako niezrgczno$¢ redakeyjng czuje si¢ w obowigzku recenzenta wypomnie¢
pisanie Autora kilkadziesiat razy o sobie z duzej litery w omowieniu publikacji wiaczonych
jako przedmiot doktoratu na str. 121-142. Sam tekst komentarza uwazam za dobrze oddajacy
zawarto$¢ 10 prac stanowigcy przedmiot doktoratu. Cata rozprawa pod wzglgdem edytorskim
przygotowana jest bardzo dobrze.

Oczekuje ustosunkowania si¢ mgr P.M. Nowaka do tych powyzszych uwag w trakcie
publicznej obrony pracy.

Pod wzgledem spdjnosci tematycznej, uwazam, ze ten element rozprawy jest do zaak-
ceptowania, chociaz zastosowanie metodologii CE do wyznaczania wartos$ci statych fizyko-
chemicznych, czy parametrow ruchliwosci analitow to nieco inne zagadnienie, niz optyma-
lizacja metody analitycznej przez dobor sposobu przetwarzania probki w kapilarze, dobor
selektora chiralnego, czy tez sposobu modyfikacji powierzchni kapilary. Za niefortunny
uwazam jednak przyjety tytut rozprawy. W moim przekonaniu, z ponad 30 tysiecy opubli-
kowanych w czasopismach naukowych prac na temat elektroforezy kapilarnej (wg. ISI Web
of Science, sierpien 2016), pewnie ze 2/3 dotyczy zastosowan bioanalitycznych. Przyjecie
tytutu, w ktorym miesci si¢ kilkanascie tysiecy juz opublikowanych prac to niezbyt fortunny
pomyst.

Jesli chodzi jeszcze o ustawowy wymog indywidualnego wkiadu kandydata w przy-
padku przedstawianych prac wieloautorskich, to delikatne i trudna do oceny materia. Trudno
si¢ w przypadku recenzowanej rozprawy nie zastanawia¢ nad rzeczywistym autorstwem
wlaczonych prac, gdy znajduje si¢ w oswiadczeniach wspotautorow takie sformutowania, jak
m.in. (cytuje): ,,My contribution to this work includes partially the development of the concept
of the major experiment, the analysis of the results and writing the manuscript”, i dalej “My
contribution to these works includes participation in design and performance of experiments,
data analysis, preparation of manuscripts”, a szczegélnie np. “My contribution to these
papers covers performing the theoretical DFT calculations on the electronic structure as well
as pKa values”, czy tez “My contribution to these works includes application of the
chemometric tools in the method optimization and data analysis”. Trudno wigc sobie wyrobié
tu zdanie na temat autorstwa prezentowanych w rozprawie osiggnie¢, a sam Autor bardzo



lakonicznie wspomina tylko o wspotautorstwie w komentarzu do przedstawianych prac. Nie
moge si¢ tez oprze¢ refleksji, ze w mojej opinii znacznie korzystniej dla calego ksztattu
rozprawy, bytoby wiaczy¢ do niej prace z bardziej ograniczong liczbg wspotautorow i z
bardziej jednorodng tematyka.

Konkludujgc — zawartem w swojej recenzji kilka uwag krytycznych pod adresem Autora
rozprawy, dotyczacych gldwnie formy przedstawienia wtasnych osiggni¢é, ich oceny na tle
istniejacej literatury oraz kwestii autorstwa wszystkich dyskutowanych osiggnig¢. Wprawdzie
technika CE ma juz generalnie za sobg okres, kiedy niemal powszechnie uwazano, ze zastapi
ona kompletnie metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej, lecz niewatpliwie mgr P.
M. Nowak jest nig zafascynowany i niczego lepszego nie mozna sobie wyobrazi¢ w
przypadku miodego naukowca, a efektem tego jest juz raz pokre$lony wybitny dorobek
publikacyjny na tym etapie drogi zawodowej. Nie do konca rozumiem dlaczego sposrod 15
prac opublikowanych w dobrych, lub wrecz bardzo dobrych, recenzowanych czasopismach
miedzynarodowych, w zadnej z nich mgr P. M. Nowak nie jest autorem korespondencyjnym.
Szczegolnie, gdy we wszystkich jest pierwszym autorem z catego, bardzo duzego grona
wspotautorow.

Sama rozprawe oceniam pod wzgledem zawarto$ci merytorycznej jako wyrdzniajaca
sig, co jest jednoznaczne z moim wnioskiem o jej wyrdznienie kierowanym do Rady Wydzia-
tu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Uzasadniam ten wniosek rozleglo$cia poruszane;
tematyki badawczej, nowoczesnoscig podej$cia badawczego 1 bardzo wnikliwg interpretacja
obszernego materiatu dos§wiadczalnego. W $wietle moich wlasnych do§wiadczen w zakresie
elektroforezy kapilarnej, za najbardziej oryginalne i nowatorskie elementy badan Autora
uwazam bardzo szczegdlowe zbadanie i interpretacje efektow wprowadzania probki do
kapilary ze strony jej dtuzszego i krotszego odcinka w stosunku do potozenia detektora w
handlowych rozwigzaniach konstrukcyjnych oraz dogl¢bne zbadanie efektow, a w
szczegblnosci strukturalnych, réznicowania warto$ci statych dysocjacji kwasowo-zasadowej
kompleksow enancjomerow analitbw z selektorami chiralnymi, szczegdlnie w $wietle
znaczenia tego efektu dla pomiarow metodami elektroforezy kapilarnej, co w sumie byto
przedmiotem az pigciu opublikowanych prac (i mogto samo stanowi¢ przedmiot rozprawy

doktorskiej).

W Swietle obowigzujacego ustawodawstwa dotyczacego nadawania stopni naukowych
uwazam, ze przedstawiona rozprawa speinia wymagania stawiane pracom doktorskim i
wnosze o dopuszczenie mgr P.M. Nowaka do dalszych etapow postgpowania w przewodzie
doktorskim. Jednoczesnie wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy
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