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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani Magister Inzynier Katarzyny Bernaczek
pt. Zastosowanie techniki izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego
do badania termodynamiki reakcji zwigzkow biologicznie aktywnych,
wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Zbigniewa J. Grzywny, na
Wydziale Chemicznym Politechniki Slaskiej w Gliwicach

Pani Magister Inzynier Katarzyna Bernaczek w przedstawionej do recenzji rozprawie
doktorskiej zajeta si¢  zastosowaniem techniki izotermicznego miareczkowania
kalorymetrycznego (ang., ITC) do wszechstronnego i aplikacyjnie pozytecznego badania
reakcji chemicznych zwigzkéw biologicznie aktywnych.

Wszechstronno$ci tych badan mozna doszukaé si¢ np. w konfrontowaniu swoich analiz,
przeprowadzonych technikg ITC, z rezultatami, ktdre oferuja inne techniki badawcze, jak np.
NMR, spektrofotometria UV-Vis czy tez w ogole spektrometria mas.

Aplikacyjnego pozytku nalezy szuka¢ w zastosowaniu rezultatéw pomiarow ITC w ukladzie
podstawowym receptor-ligand lub tez, z pewnym matym brakiem konsekwencji okreslanym
prze Autorke jako uktad akceptor-ligand; to ostatnie pojecie jest stosowane ze znacznie
wickszg rozciagltoscig w tej rozprawie doktorskiej.

Zastosowania dotycza przede wszystkim jakze istotnego zagadnienia kontrolowanego
uwalniania lekow w organizmie cztowieka, a wigc waznej z punktu widzenia zdrowia
cztowieka farmakokinetyki. W podrozdz. 11.1.5 Autorka istotnie poszerza zakres stosowania
metody i techniki ITC, np. do kontrolowanego otrzymywania krysztalow w skali
nanometrycznej, jakze potrzebnych w urzadzeniach optoelektronicznych, badz tez do badania
mikroorganizmoéw, a takze do analizy reakcji kwaséw humusowych z biatkami czy tez
wreszcie w badaniach sensoryki czlowieka, podejmujacych chocby jego reakcje na gorycz
chininy, srodka przeciw malarii — tropikalnej chorobie pasozytnicze;j.

Rozprawa doktorska zostata przedstawiona na stu dwudziestu jeden stronach — nie nalezy
wigc do bardzo krotkich; wypada formalnie zauwazy¢ przy tej okazji, ze Pani Bernaczek jest
wspoétautorkg dwoch prac z tzw. listy A MNiSzW, w jednej z nich bedac pierwsza autorka,
przy czym obie prace ukazaty si¢ w bardzo rzetelnych czasopismach mi¢dzynarodowych. Nie
mniej jednak zaréwno sposOb zaprezentowania tematu w formie systematycznej i
dydaktycznie wlasciwej, jak i1 doboér, a takze zestawienie poszczegdlnych rozdziatow,
warunkujg wiasciwe przedstawienie podjetej tematyki. Sposob prezentacji jest logiczny,
zdania nie sg zbyt dlugie i zawarte w nich mysli celnie trafiaja do czytajacego t¢ rozprawe
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recenzenta. Pewng niefrasobliwo$¢ nalezy jedynie wytkng¢é w uzywaniu notacji
matematycznej, tj. w rezygnacji z indeksowania statej asocjacji/dysocjacji, oznaczonej wielka
literg K, lecz bez uzycia indeksu dolnego z ,,a” (asocjacja) lub ,,d” (dysocjacja), prawie w
calej rozprawie, czyli poniekad konsekwentnie, aczkolwiek niewlasciwie z matematycznego
punktu widzenia. Podobng sytuacje obserwujemy takze przy oznaczeniu na obj¢tos¢ celki
pomiarowej, co — jako wyrazenie matematyczne — przypomina iloczyn wielkosci arbitralnych:
stezenia C i objetosci V. Przy okazji, co do pewnych matematycznych niescistosci, to
réwnania R.15 1 R.16 wydaja si¢ by¢ poprawne, ale przyjeta w nich notacja nie zgadza si¢
dobrze z okre$leniem wystepujagcych w nich wielkosci, np. X lub tez, ze r (odwrotno$¢
parametru Wisemana, ozn. przez ¢ — wida¢ tu dalsza kolizj¢ notacyjng z tym co podano
wyzej) nie wystepuje w zadnym z rownan, wiec po co te wielko$¢ w ogole wprowadzac?
Jasng interpretacj¢ jako swoisty wspotczynnik modelowania ksztattu krzywej sigmoidalnej z
pomiaru ITC ma wspotczynnik Wisemana ¢ i to powinno wystarczy¢.

W rozprawie godne podkreslenia sg dwie nastepujace sprawy. Po pierwsze, bardzo
systematyczne przedstawienie — na wybranych przyktadach wtasnych - zastosowan techniki
izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego do badania reakcji chemicznych
zwigzkow biologicznie aktywnych. Systematyczno$¢ ta polega na tym, ze Autorka metoda
od ogotu (rozdziaty 1 i II, poswigcone ciekawemu wprowadzeniu do tematyki oraz dobrze
przemyslanemu przegladowi stanu badan nad ta tematyka) do szczegdtu (rozdziaty Il1-V,
stanowigce jadro tej rozprawy, tj. badania wilasne Autorki wraz z okresleniem ich celu,
podsumowaniem i wnioskami), wprowadzita nas w §wiat zastosowan termodynamiki stanow
rownowagi do opisu waznych z punktu widzenia zastosowan reakcji chemicznych, z uzyciem
polimeréow gwiazdzistych lub tez jonow metali. (Nalezy takze dodaé, ze czytanie pracy
bardzo ulatwia Wykaz Akronimow, Skrétow i Symboli.)

Po drugie, Autorka w sposob zamierzony i niezwykle celny podnosi kwestie pewnego
zaniedbania ze strony chemikow 1 fizykow (a moze nawet zbyt matej ambicji) uzywania
klasycznego formalizmu termodynamiki do opisu ztozonych reakcji chemicznych, jakie
przedstawiono w tej rozprawie. Wskazuje na to swoiste zaniedbanie w silnej tagcznosci z
zastosowaniem metody ITC, probujac, i to udanie, przekona¢ nas, ze mamy oto tutaj do
dyspozycji takg metodg, dobrze oparta o podstawy termodynamiki biochemicznej, a
stosujemy ja niezbyt czesto, bo sa inne, bardziej wyszukane, modne i technicznie
zaawansowane, jak NMR lub tez spektrometria mas, itd. Co najwazniejsze jednak, Autorka
rzetelnie pokazuje w rozdz. IV, na przyktadzie oddziatywania FITC, DOX oraz MTX z
polimerami gwiazdzistymi, a takze oddziatywania glikokoniugatow z dwuwartoSciowymi
jonami manganu, do jakiego momentu mozna dojs¢ w sposob kontrolowany, aby moc
wzmiankowany juz formalizm termodynamiczny bezpiecznie zastosowac.

Podjete w ten sposob zagadnienie zawiera swojg bezsprzeczng logike. Autorka, po pierwsze,
ocenia w sposob ilosciowy, ze wszystkie wymienione wyzej oddzialywania, cho¢ posiadaja
charakter mieszany, bo zaréwno chemiczny, jak i fizyczny, zachodza w sposéb
nieodwracalny i samorzutny, z ujemng wartosécig entalpii swobodnej Gibbsa. Po drugie, z
pomiaru kalorymetrycznego Autorka jest w stanie wyznaczy¢ ciepto reakcji chemicznych,
ktore jawi si¢ pewng addytywna funkcja podstawowych wktadow cieplnych tej reakcji,
zarowno o egzo-, jak rowniez o endotermicznym charakterze. Tylko — po trzecie wreszcie - w
przypadku oddziatywania FITC proces ma dominante entalpowa, zwigzang z kreacja wigzan
chemicznych o znanym charakterze, podczas gdy w pozostaltych przypadkach pojawia si¢
subdominantg entropowa, ktdra kieruje proces w strone jego entropowego, majacego wicksza
liczbe stopni swobody charakteru. Zaczynaja si¢ pojawia¢ efekty fizyczne typu
hydrofobowego, konformacyjne wtasciwosci molekut dochodza do glosu (tu: globularnos¢
chociazby), itp. W tym miejscu piszacy t¢ recenzje wotatby jednak w Tabelach, poczawszy
np. od Tabeli 4.5 w ostatniej kolumnie widzie¢ wielko$¢, ktora ma ten sam wymiar fizyczny,
jak pozostate, z ktorymi si¢ ona pordéwnuje, tj. iloczyn temperatury i zmiany entropii, co
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Autorka rozprawy zastosowata dopiero w Tabeli 4.25 — zabrakto w przypadku pewnej
konsekwencji, bo przeciez sama, rozpatrywana tu zmiana entropii, nie jest przypadajaca na 1
mol substancji energia, a staje si¢ nig po pomnozeniu przez temperature.

Czego Autorowi tej recenzji nieco braklo w tej pracy, to jest analiza towarzyszacych kreacji
wigzan, gtownie kowalencyjnych lub koordynacyjnych (czy w uktadach z rozpuszczalnikiem
wodnym nie pojawiaja si¢ tez wodorowe, stabsze, ale jakze wazne z punktu widzenia
procesow zyciowych?), ko-efektow natury fizycznej: agregacyjnych; molekularno-
konformacyjnych; adhezyjno-hydrofobowych, zmieniajgcych efektywng objetos¢é wolumenu
reakcji chemicznej, wprowadzajacych dyspersyjnos¢ srodowiska reakcji.

Natura wymienionych wilasnie ko-efektow moze stanowi¢ baze interpretacyjng w dalszych
badaniach z uzyciem metodologii ITC. Po pierwsze, zawezajac si¢ tylko do efektu zmiany
konformacji czgsteczki, mozemy rozumowac, ze stoi za tym jaka$ praca, W, wykonana przez
niezrownowazong site, wywodzacg si¢ z otoczenia reakcji, a skutkujacg zmiang konformacji
uktadu. Zgodnie z calkiem niedawno podjetymi badaniami nad tego typu procesami
Christopherowi Jarzynskiemu zawdzigczamy, ze wielko§¢ W jest rowna zmianie energii
swobodnej tego matego molekularnego uktadu, liczonego wraz z otoczeniem. Zmiana energii
swobodnej jest jednak wielko$cig termodynamiczng o réwnowagowym charakterze —
obserwujemy wigc na poziomie molekularnym, a by¢ moze i supramolekularnym (agregacji
molekularnej jako takiej ,,sieci” czasteczkowej) zunifikowanie si¢ obu typoéw termodynamiki.
Takie rozumowanie, i tutaj jestem cieckaw zdania Autorki rozprawy, moze si¢ przyda¢ w
interpretowaniu niektorych pomiarow ITC, jak choc¢by te z subdominantg entropowa w tle.
Por. doswiadczenia C. Bustamante i wspotautorow, np. w Jan Liphardt i in., Science 07
June 2002: Vol. 296, Issue 5574, pp. 1832-1835 DOI: 10.1126/science.1071152.

Efekty sieciowo-agregacyjne moga tez prowadzi¢ do manifestowania si¢ kinetyki
dyspersyjnej, wg zalozen ktorej uzmiennig si¢, uzaleznig od czasu dochodzenia do stanu
rébwnowagi (o ile rownowaga zostanie osiagnigta) ,state kinetyczne” uzywane w
modelowaniu: uzyte modele zostaly przedstawione w rozdz. II rozprawy. W jezyku
farmakokinetyki moze to prowadzi¢ do odstgpstw lub anomalii w stosunku do modelu
Higuchiego, przypominajacych bardziej model Korsenmayera-Peppasa, rown. R.2.41 — czy
Autorka rozprawy zgadza si¢ i w jakim stopniu z takimi przewidywaniami?

Reasumujac, w rozprawie bardzo rzetelnie pokazano, a nawet udowodniono przydatnos¢
metodologii ITC do analizy szeregu oddziatywan zwiazkow biologicznie aktywnych.
Wskazano na ograniczenia zakresu badan prowadzonych technikg ITC (np., agregacja
molekularna, wigczanie si¢ efektu hydrofobowego, niejednoznacznos¢ w ocenie wolumenu
obszaru reakcji) oraz zwrdcono baczng uwage na istote warunkéw ich  doboru.
Przedyskutowano réwniez problemy, ktére mozna napotka¢ podczas analizy
termodynamicznej réznorodnych oddziatywan o0 naturze zaréwno chemicznej, jak i fizycznej.
Uwypuklono wptyw mechanizmu stechiometrycznego reakcji chemicznej na wartosci
wielkosci termodynamicznych badanych zjawisk oraz ich nature podczas interpretacji danych
otrzymanych z pomiaréw ITC.

Z bardzo nielicznych, jak na do$¢ duzg objetos¢ rozprawy usterek o charakterze technicznym
badz typograficznym, nalezy wymieni¢ btedy w referencjach literaturowych, por. ref. [54] lub
[27], gdzie pozostawiono dwa znaki zapytania w miejscu przeznaczonym na pewng litere z
alfabetu niemieckiego.

Wzmiankowane wyzej, a przeciez w sumie bardzo nieliczne uchybienia o charakterze przede
wszystkim technicznym, nie umniejszajg jednak istotnie bardzo porzadnie przeprowadzonej
redakcji poddanej ocenie rozprawy.



PODSUMOWANIE

W podsumowaniu recenzji, uwazam, ze praca doktorska Pani Magister Inzynier Katarzyny
Bernaczek pt. Zastosowanie techniki izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego do
badania termodynamiki reakcji zwigzkow biologicznie aktywnych, wykonana pod kierunkiem
prof. dr. hab. inz. Zbigniewa J. Grzywny, spelnia kryteria istotnoSci podj¢tego problemu
praktycznego mieszacego si¢ w zakresie metodologii ITC oraz podstaw termodynamiki
chemicznej, jakim jest zastosowanie techniki izotermicznego miareczkowania
kalorymetrycznego do badania reakcji zwiazkéw biologicznie aktywnych.

Stanowi to podstawe do stwierdzenia, ze powierzona mi do recenzji rozprawa doktorska
spelnia w sposob jednoznaczny wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki, wraz z pozniejszymi zmianami. W zwiazku z tym wnioskuje do
Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej o dopuszczenie Pani Magister Katarzyny
Bernaczek, Autorki rozprawy pt. Zastosowanie techniki izotermicznego miareczkowania
kalorymetrycznego do badania termodynamiki reakcji zwigzkéw biologicznie aktywnych, do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Adam Gadomski
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