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Recenzja rozprawy doktorskiej
pani mgr inz. Katarzyny Bernaczek
Zastosowanie techniki izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego do
badania termodynamiki reakcji zwigzkow biologicznie aktywnych

Celem projektu doktorskiego pani mgr Katarzyny Bernaczek byto wyka-
zanie przydatnosci metody izotermicznego miareczkowania kalorymetryczne-
go (ITC) w badaniach oddzialywari pomiedzy wybranymi grupami polime-
row 1 substancjami aktywnymi biologicznie. Technika kalorymetryczna I'T'C
pozwala na bezposredni pomiar zmian energetycznych jakie towarzysza pro-
cesom zachodzacym w statej temperaturze i pod stalym cisnieniem atmosfe-
rycznym w trakcie miareczkowania. Poniewaz praktycznie wszystkim proce-
som fizycznym i chemicznym towarzysza efekty wydzielania lub pochtaniania
ciepta, technike kalorymetryczng mozna uznaé¢ za uniwersalng metode okre-
slania ciepta takich przemian. W miareczkowaniu kalorymetrycznym mozli-
we jest wyznaczenie parametrow termodynamicznych reakeji chemicznej, t;.
stechiometrii, statej asocjacji, zmiany entalpii i zmiany entropii. Dodatkowo
positkujgc sie powtarzalnymi doswiadczeniami prowadzonymi w réznych tem-
peraturach, mozna z nich uzyskaé¢ informacje o zmianie pojemnoéci cieplne;j.
Zmajomo$¢ wspomnianych parametréow i funkeji termodynamicznych pozwala
zatem nie tylko zrozumieé charakter zachodzacych przemian fizykochemicz-
nych, ale takze zbadaé¢ czynniki wptywajgce na trwatosé powstajacych wig-
zan czy kinetyke reakeji chemicznych. Jednoczeénie badanie technikg ICT
oddziatywainn miedzyczasteczkowych jest wolne od ograniczen na np. mase



reagentéw, czy tez przezroczysto$é roztworu, co stanowi o przydatnosci tej
metody jako uzupelnienia lub alternatywy dla innych technik pomiarowych.

W projekcie doktorskim pani Bernaczek jako przyktadowe substancje
biologicznie aktywne uzyto izocyjanian fluoresceiny (FITC) — barwnik po-
wszechnie stosowanego w metodach immunofluoroscencyjnych; doksorubicy-
n¢ (DOX) i metotreksat (MTX) - powszechne farmaceutyki przeciwnowotwo-
rowe oraz glikokoniugaty mogace postuzy¢ za inhibitory glikozylotransferaz.
Termodynamike oddziatywan zwiazkéow FITC, DOX i MTX z polimerami
analizowano przez zastosowanic w projekcie zwigzkéw polimerow gwiazdzi-
stych bedacych potencjalnymi no$nikami lekéw.

7, tego punktu widzenia, zaplanowanie odpowiedniej strategii ekspery-
mentu I'TC pozwalajacej na stwierdzenie charakteru i sily oddziatywan po-
limeréw z wybranymi substancjami leczniczymi jest istotnym Zrédiem infor-
macji dla projektowania dedykowanego procesu produkeji farmaceutyczne;.
Przedstawiona do oceny rozprawa ma zatem bardzo wyrazny charakter apli-
kacyjny.

Rozprawa sktada si¢ z 5 rozdzialéw, w tym krétkiego wprowadzenia do
przedmiotu badan, czeéci literaturowej poswieconej omoéwieniu metody I'TC
i modeli matematycznych stuzacych interpretacji danych oraz 3 rozdziatow
przedstawiajacych wyniki badan wtasnych i ich podsumowanie. Dopelnie-
niem rozprawy jest bogata literatura przegladowa (okoto 200 pozycji). Uktad
taki sprzyja czytelnemu rozdzieleniu opisu techniki badawczej od tej cze-
Sci rozprawy, ktéra poswiecona jest wynikom oryginalnych badan doswiad-
czalnych prowadzonych przez Doktorantke. Tym niemniej uwazam, ze cele
badawcze powinny byty by¢é w punktach przedstawione we wstepnej czedei
rozprawy, a nie dopiero w Rozdziale III.

Pochwalam starannie przedstawiong metodyke pracy oraz omoéwienie pro-
stych modeli matematycznych opisujacych typy oddzialtywan miedzymoleku-
larnych testowanych technika ICT (Rozdziat IT). W tej czesci pracy spodzie-
watabym si¢ jednak szerszego potraktowania informacji ptynacych z analizy
krzywej Wisemana. Ksztalt tej izotermy jest dobrze zdefiniowany przez punkt
przegiecia. Jak zatem powigzaé nachylenie izotermy Wisemana ze zmianami
entalpii i w jaki sposdb odnieéé je do parametru ¢ wprowadzonego wzorem
R.2.57 Czy mozna wyestymowad parametry powinowactwa i entalpii wprost z
ogladu krzywej? 7 jaka doktadnoscia? Te informacje powinny byty sie znalezé
w opisie metody, zwlaszcza w odniesieniu do pokrétce oméwionych modeli
oddziatywan (Rozdzial IT 1.4). Poza wspomniang przez Autorke pracg Indy-
ka i Fishera [38] dyskutujaca ten aspekt, polecatabym publikacje ” Geometric
features of the Wiseman isotherm” autorstwa A. Velazquez-Campoy (J. Ther.
Anal. Calorim. 2015, 122:1477) obszernie omawiajaca geometryczna analize
wspomniane]j krzywe;j.



Wielkodci termodynamiczne wyznaczone podczas miareczkowania FI'TC
do roztworéw polimeréw oméwione zostaly w Rozdziale 1V2.1. Zwrdcono
uwage na egzotermiczny charakter badanych reakcji i wskazano na ograni-
czong dostepnosé grup aminowych polimeru do reakeji z F'I'T'C przy tworzeniu
IT rzedowej struktury polimeru.

W kontekécie zastosowan polimerdéw gwiazdzistych jako nognikéw, Autor-
ka konkluduje "najlepsze wyniki ze wzgledu na 56% wysycenie grup amino-
wych 1 stalg réwnowagi reakeji ... uzyskano dla polimeru PVIIIL...” Wniosek
ten powinien by¢ oparty o wezedniejszg analize (oméwienie) pozadanych ter-
modynamicznych cech noénika (wysoka wartosé statej réwnowagi przemiany,
etc.). Kryteria takie nie zostaly w pracy wypunktowane w Rozdz. I1.2.1, a
jedynie opisane jakoSciowo.

Ciekawym wynikiem projektu jest stwierdzenie endotermicznego efektu
cieplnego pochodzgcego od tworzgcego sie wigzania amidowego w rekacji ko-
niugatow polimerowych z MTX oraz stwierdzenie entropowego charakteru
wigzania chemicznego M'TX przez polimery. Mimo niemoznosci wyznaczenia
wielkodcei termodynamicznych reakeji DOX-nosnik polimerowy, opis prawdo-
podobnych oddzialywan i agregacji DOX w roztworze wodnym uwazam za
wazny akcent pracy, wskazujacy na wystepujace w tym wypadku istotne ogra-
niczenia przyjetej metody badawczej. Podobnie oceniam opis termodynamiki
reakcji kompleksowania jonéw magnezu przez potencjalne inhibitory glikozy-
lotransferaz. Przeprowadzona w tym zakresie analiza wykazala, ze technika
ITC moze postuzyé do wstepnej selekeji glikokoniugatéw do dalszych badan
enzymatycznych.

Ogdlnie, rozprawa wyczerpujaco dyskutuje roznorodnosé oddziatywan, ja-
kie mozna bada¢ technika ITC na poziomie mezoskopowym i dowodzi mozli-
wosci pozyskania tg drogg cennych informacji dla projektowania zwiazkow o
pozadanych wlasnoéciach termodynamicznych czy kompleksotwérezych. Sze-
roko dyskutuje tez i wskazuje na trudnosci interpretacyjne napotykane przy
badaniu oddziatywan substancji biologicznic aktywnych.

Wsréd uwag krytycznych odnoszacych sie do tresei rozprawy wymienie:

1. W opisie techniki I'TC na stronie 3, w zdaniu "W takich warunkach
catkowity efekt cieplny réwny jest zmianie standardowej entalpii prze-
miany” powinno by¢ ”zmianie swobodnej entalpii przemiany” badz po
prostu ”"entalpii (potencjatu) Gibbsa”.

2. Ciepto calkowite R.2.20 powinno by¢ oznaczone odmiennym symbolem
(np. Qto¢) niz we wzorze R.2.18

3. Nie znalaztam bezpodredniego zwigzku z opisem dyfuzji reagentow,
kontroli DDS oraz opisem termodynamiki badanych w projekcie proce-
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sow. Uwagi w tym zakresic mozna byto przedstawi¢ w koncowej fazie
rozprawy, dyskutujgcej potencjalne poszerzenie tematyki badawczej z
komplementarnym uzyciem ITC i innych technik pomiarowych.

4. Badania I'TC obciazone moga by¢ bledami systematycznymi i niepew-
nosciami statystycznymi. Praca powinna zwiezle podaé zrédta obydwu,
tymeczasem oméwienie bledéw jest w rozprawie raczej skromne. Dla po-
roOwnania polecam Fvaluation and minimization of uncertainty in ITC
binding measurements: Heal error, concentration error, saturation and
stoichiometry, S.A. Kantonen et al. Biochim. Biophys. Acta 2017, 1861:
485.

Wiyniki rozprawy doktorskiej zostalty w czesci opublikowane w 2ch pra-
cach, przy czym w jednej z nich pani mgr inz. Katarzyna Bernaczek jest
pierwszym autorem. Przedstawiono w nich skutecznosé badan I'TC w ocenie
klasyfikacji syntetycznych polimeréw jako no$nikéw substancji czynnych bio-
logicznie 1 wskazano kierunki dalszych badan w tym zakresie. Biorac to pod
uwage, stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa spetnia ustawowe wymaga-
nia odnoszgce sie do zakresu i oryginalnosci rozwigzania problemu naukowego
stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora i wnosze o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw postepowania w przewodzie doktorskim.
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