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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Rafata Bielasa
pt. ,,Badania nad syntezg kopolimerdow liniowych i szczepionych zawierajgcych jednostki
pochodnych choliny z wybranymi anionami o dziataniu terapeutycznym jako nowych uktadow

biofunkcyjnych”

Praca doktorska Pana mgr Rafala Bielasa zostata wykonana w Katedrze Fizykochemii i Technologii
Polimeréw Wydziatu Chemicznego Politechniki Slgskiej pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Doroty
Neugebauer. Dorobek badawczy Doktoranta w zakresie przedstawionej pracy stanowig trzy artykuty
naukowe, wszystkie opublikowane w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym i bardzo
dobrym wspé’fczyhniku oddziatywania (IF 6,970, 4,561, 3,069). Dodatkowo dwie prace zostaly wystane do
druku. Doktorant jest réwniez wspétautorem dodatkowych 8 publikacji z listy JRC oraz 14 wystgpien
konferencyjnych (postery i komunikaty) prezentowanych na konferencjach i seminariach o zasiegu
ogolnopolskim i miedzynarodowym. Byt kierownikiem projektu Preludium oraz wykonawca w grancie Opus
promotora.

Tematyka pracy dotyczy projektowania, syntezy nowoczesnych systeméw dostarczania lekéw, ich
modyfikacji oraz badania interakcji z substancjami charakteryzujgcymi sie aktywnoscig biologiczng. Wysoko
wyspecjalizowane nosniki skupiajg obecnie uwage ze wzgledu na zakres potencjainych aplikacji. Dotyczy to
w szczegolnosci terapii i diagnostyki medycznej. Celem pracy byta synteza liniowych oraz szczepionych
kopolimerow choliny i metakrylanu metylu. Do otrzymywania polimeréw wykorzystano nowoczesng
metode polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem atomu (ATRP). Szczegdlng role w polimeryzacji
monomerdéw jonowych odgrywa przeciwjon, dlatego tez wymiana anionu zaréwno w monomerach jak
i zsyntezowanych polimerach stanowita jeden z wainiejszych celéw recenzowanej rozprawy. Kolejnym
zagadnieniem bylo zbadanie mozliwosci wykorzystania otrzymanych uktadéw do immobilizowania
substancji aktywnych, ktérymi byly zaréwno substancje jonowe stanowiagce przeciwjon jak i zwigzki
niepolarne.

Zagadnienia podjete w rozprawie doktorskiej mgr Rafata Bielasa bardzo dobrze wpisujg sie
w nowoczesne trendy badawcze: poszukiwania nodnikéw lekéw, a w szczegélnosci badania natury
i sposobu ich dziatania.

Dostarczona do recenzji praca obejmuje 142 strony maszynopisu, w tym ,Wprowadzenie” (2 strony),

,Cel i zakres pracy” (2 strony), ,Cze$¢ literaturowa” (35 stron), ,Cze$¢ eksperymentalng” (14 stron),
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,Omowienie wynikéw” (56 stron) oraz ,Podsumowanie i wnioski” (4 strony). W skiad pracy wchodza
réwniez: ,Streszczenie” (1 strona), ,Wykaz skrétow” (2 strony), ,,Spis rysunkéw” (4 strony, 62 pozycji), ,Spis
tabel” (1 strona, 17 pozycji). W koncowej czesci pracy znajduje sie spis pismiennictwa (12 stron, 202
pozycje) oraz ,,Wykaz dorobku naukowego Doktoranta” (4 strony).

Po krétkim wprowadzeniu dotyczacym systemow kontrolowanego dostarczania lekow oraz
zastosowania pochodnych choliny do tworzenia polimeréw typu poli(cieczy jonowych) mgr Bielas
przedstawit cel i zakres pracy. Po ogdlinym celu pracy w kolejnych akapitach Doktorant omdwit zatozenia
swoich badan oraz wypunktowat zbadane parametry.

,Czesc literaturowa” autor poswiecit polielektolitom, ktdre stanowity przedmiot rozprawy. Podzielit ja
na cztery podrozdziaty omawiajgc: polielektrolity, metody otrzymywania, budowe, ich wiasciwosci
biologiczne i biomedyczne oraz podat przyktady zastosowan. Najwiecej uwagi zwrdcit na sole imidazoliowe
ich budowe i zastosowania. W rozdziale metody otrzymywania oméwione zostaly jedynie rodnikowe
metody polimeryzacji monomeréw winylowych przez odwracalng dezaktywacje (RDRP) ze szczegGlnym
uwzglednieniem stosowanej w pracy polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem atomu. Co byto
uzasadnione przedmiotem rozprawy. W czeéci topologia polielektrolitdw autor przedstawit budowe,
sposoby otrzymywania polimeréw szczepionych oraz samoorganizacje polimeréw w roztworach: w tym
formowanie uktadéw micelarnych. W ostatnich podrozdziatach, tej czesci pracy, oméwit on wtasciwosci
jakimi powinien charakteryzowaé sig noénik stosowany do kontrolowanego dostarczania lekow. W tym
rozdziale Pan mgr Bielas wskazat réwniez przykfady literaturowe polimerdw zawierajgcych akrylowe
pochodne choliny, bedace przedmiotem przedstawionych w pracy badan.

Czesé literaturowa stanowi cenne wprowadzenie do tematyki badan, pozwalajac na uzasadnienie celu
oraz okreslenie problemu badawczego.

W czeéci eksperymentalnej Doktorant przedstawit stosowane materialy: odczynniki, rozpuszczalniki,
substancje biologicznie czynne. Oméwit on procedury wymiany aniondw zaréwno w akrylanie choliny jak
i w wyniku post-modyfikacji uzyskanych polimerdw. Opisat metodyke otrzymywania kopolimeréw liniowych
oraz szczepionych, a takze sposdb micelizacji, enkapsulacji i badania uwalniania substancji aktywnych. W tej
czesci przedstawione réwniez zostaty techniki fizykochemiczne stosowane podczas wykonywania pracy.

Pytania i uwagi do tej czeici pracy: W jaki sposdb przygotowano probki do analiz, w szczegollnosci
HPLC? Czy roztwory byly zatezane, substancje badane ekstrahowane? Czy byly to roztwory wodne po
dializie? W rozdziale tym zabrakto metodyki badarn ilosciowych metodg NMR, ktore stanowity podstawe
wyznaczania stopnia konwersji monomeréw oraz % wymiany anionéw. W dalszej czesci autor wskazuje na
iloéciowe badania *C-NMR (str. 76). Prosze o komentarz na temat metodyki tych pomiaréw.

Najbardziej obszerng czescia pracy jest rozdziat ,Omdwienie wynikéw”. Podzielony on zostat na szes¢
podrozdziatébw. Na poczatku autor omawia warunki przygotowania monomerdw choliny z réznymi
przeciwjonami. W dalszych podrozdziatach przedstawia syntezy kopolimeréw liniowych akrylanowych
pochodnych choliny z jonami chlorkowymi, salicynowymi oraz imidku bis(trifluorometanosulfonowego).
Pan mgr Bienias napisal ,warunki polimeryzacji dobrano tak aby unikngé¢ wytracania polimeru podczas
polimeryzacji”. Brak jednak petniejszego spojrzenia na inne parametry polimeryzacji i zmienne. Podanie

zatozer, warunkéw wyjsciowych (statych) polimeryzacji utatwito by Sledzenie toku rozumowania
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Doktoranta. Trudno jest poréwnaé konwersje monomerdw, jezeli zmieniato sig czas i temperaturg
polimeryzacji, iloé¢ rozpuszczalnika oraz stosunek inicjatora do monomeréw. Zbyt duzo zmiennych.
Czynnikiem determinujgcym byta zapewne lepkos¢ roztworu, ale ja mozna kontrolowaé réwniez iloscia
rozpuszczalinika. Dlaczego ograniczano ilo$¢ rozpuszczalinika, jezeli to powodowato wzrost lepkosci i miato
wpltyw na % konwersji, str. 66. W tym przypadku metakrylan metylu polimeryzuje szybciej niz ChMA/NTT,
a przy tak krétkim czasie polimeryzaciji udziat frakcji jonowej jest nieznaczny. Wynik tej reakcji pokazuje, ze
wydtuzenie czasu polimeryzacji mogloby doprowadzié do powstania kopolimeréw gradientowych,
o wiaéciwoéciach zblizonych do kopolimeréw blokowych. Dalej, dlaczego bylty obserwowane tak duze
rbéznice w wyznaczonych $rednich ciezarach czgsteczkowych metoda NMR oraz GPC? Czasami jest to rzad
wielkosci. Jakie sg teoretyczne cigzary czgsteczkowe wyznaczone z uwzglednieniem % konwersji? Czy
podczas wykonywania analiz GPC wzigto pod uwage dn/dc polistyrenu, czy poli(metakrylanu metylu) lub
poli{metakrylanu choliny)? Czy podczas filtrowania, o ile takie bytlo wykonywane przed analizami nie
nastapito frakcjonowanie z zatrzymaniem na filtrze polimeréw o wigkszym ciezarze czasteczkowym? Prosze
o komentarz. Pomimo tych drobnych uwag dotyczacych raczej sposobu przedstawienia wynikow a nie
samych badari uwazam, ze badania bedace przedmiotem rozprawy sg bardzo interesujace.

Doktorant ustalit zaleznoéci pomiedzy budowg polimerdw liniowych i szczepionych, a ich cechami
fizykochemicznymi. Polimery zostaty scharakteryzowane przez szereg technik, takich jak: NMR, FT-IR, DLS,
potencjat Zeta, GPC, DSC, UV-Vis, spektroskopia fluorescencyjna. Wybrane uktady poddano analizom TEM.

Pan mgr Bienias zbadat efektywno$¢ wymiany anionéw w akrylanie choliny, przedyskutowat zaleznosci
pomiedzy ich budowa a trwatoscig tworzgcych sie komplekséw. Stwierdzit, ze rodzaj anionu wptywa na
przebieg kopolimeryzacji (szybko$¢, stopiert konwersji), jak réwniez wiasciwosci fizykochemiczne
(rozpuszczalnoéé w wodzie, wiasciwosci termiczne). Homopolimeryzacja metakrylanu chlorku choliny
w $rodowisku metanolu prowadzita do czesciowej transestryfikacji. Prawdopodobnie tez wplyngto to na
sktad kopolimeréw, ktére zawieraty wieksza frakcje akrylanu metylu niz wstgpnie zaktadano. Prosze
o wyjasénienie jaki sposob badano % przereagowania? Czy podobng reakcje obserwowano w przypadku
polimeryzacji salicynianéw, ktérych polimeryzacje réwniez byly prowadzone w mieszaninie wody
i metanolu? W przypadku polimeryzacji monomeru choliny z anionem imidkowym reakcje prowadzone byly
w tertrahydrofuranie, a uzyskane polimery byly nierozpuszczalne w wodzie. Doktorant poréwnat
mozliwo$¢ wymiany jonowej na wczeéniej uzyskanych kopolimerach liniowych. Zbadat on i poréwnat
wiasciwoéci fizykochemiczne (temperatury zeszklenia) uzyskanych uktadéw, stwierdzajac, ze wymiana nie
zachodzita catkowicie. Uwazam, ze trudno wtym przypadku byto oczekiwaé podobnych wynikéw jak
w przypadku polimeryzacji monomeru zawierajacego aniony imidkowe. Polimeryzacje byty prowadzone w
réznych warunkach {czas polimeryzacji, rozpuszczalnik) a takie bezposrednie poréwnanie bytoby mozliwe
jedynie w przypadku jednakowych rozmieszczen zaréwno jednostek powtarzalnych w polimerze, jak
i takiego samego % konwersji monomerow. Badania te daly jednak podstawg do modyfikacji polimerdw
w celu wyznaczenia ciezaréw czasteczkowych metodg chromatografii zelowej (GPC), gdyz uzyskane
kopolimery byly rozpuszczalne w rozpuszczalniku niepolarnym jakim byt DMF.

Znaczace roznice w polimeryzacji w poréwnaniu do otrzymywania kopolimeréw blokowych Pan mgr

Bienias zaobserwowat w przypadku polimeréw szczepionych. Szczepienie jonowych taricuchow
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polimerowych wykonywano na zmodyfikowanych kopolimerach poliimetakrylanu metylu-co-metakrylanu
2-hydroksy etylu) o rdinych dtugosciach taricucha HEMA. Modyfikacja dotyczyta estryfikacji grup
hydroksylowych HEMA, w wyniku czego uzyskano makroinicjatory zawierajace trzeciorzedowe bromki
alkilowe. W poréwnaniu do syntezy kopolimeréw liniowych konieczne bylo zastosowanie nizszej
temperatury reakcji oraz mniej reaktywnego aktywatora (zamiast bromku zastosowano chlorek miedzi(ll})).
Zbadano réwniez wptyw budowy kopolimeréw na samoorganizacje w roztworach wodnych i zdolnos$¢ do
tworzenia miceli. Wyznaczono $rednice hydrodynamiczng zsyntezowanych polimeréw metodg DLS,
krytyczne stezenie micelizacji, potencjat Zeta oraz temperatury zeszklenia. W przypadku kopolimeru
P(ChMA/Sal-MMA) i kopolimeru szczepionego przedstawiono réwniez zdjecia wykonane za pomoca
Transmisyjnego Mikroskopu Elektronowego. Ciekawe s3 spostrzezenia dotyczace budowy przestrzennej
tworzacych sie w roztworach wodnych polimerowych struktur. Czy byty wykonywane réwniez zdjecia dla
uktadéw o podobnej diugosci faricucha z innymi przeciwjonami, np. L7? Bylo by to interesujgce, zwlaszcza,
ze érednice hydrodynamiczne tych uktadéw sg znaczaco rozne: 10 nm (L1 — bardzo mate struktury) i 201 nm
(L17). To pytanie takie dotyczy kopolimeréw szczepionych. Czy w przypadku innych kopolimerow
obserwowano struktury typu core-shell?

Ostatnia cze$¢ badarh wiasnych dotyczy zastosowania otrzymanych kopolimeréw do enkapsulacji
substancji aktywnych. Substancjami aktywnymi wybranymi do badan byly: zwigzki jonowe stanowigce
przeciwjony kopolimeréw cholinowych: salicyniany i sulfacetamidy oraz substancje o charakterze
niejonowym: ertyromycyna, indometacyna oraz kwercetyna. Doktorant badat kinetyke uwalniania
salicynianowych i sulfacetamidowych w roztworze buforu fosforanowego o pH = 7,4. Stwierdzit on, ze
jonowe substancje czynne s uwalniane wedtug kinetyki pierwszego rzedu, z najwigkszym ,wyrzutem”
substancji aktywnej w pierwszych godzinach prowadzenia dializy. Pan mgr Bienias wykonat tez prdoby
enkapsulacji zwigzkdw niejonowych w struktury polimerowe. Najlepsze wyniki uzyskujac dla erytromycyny
w kopolimerze zawierajacym jony salicylanowe. W przypadku kopolimeréw sulfacetamidowych préby
enkapsulacji lekéw hydrofobowych nie powiodly sie. Uwalnianie lekow stanowito niematy problem,
kopolimery choliny z jonem chlorkowym nie byly efektywne. Wyjatek stanowit ukfad erytromycyna:
kopolimer choliny z jonem salicylanowym. Przeprowadzone zostaly testy toksycznosci, na podstawie
ktorych autor stwierdzit, iz uzyskane materiaty sa biokompatybilne. Obiecujace okazaly si¢ badania
ekspresji genéw oraz dziatanie przeciwzapalne lub przeciwbakteryjne wybranych koniugatow lek-polimer.

Podsumowujac, przedstawione badania wskazuja, ze aktywno$¢ biologiczna uktadéw lek-polimerowy
noénik zalezy przede wszystkim od budowy no$nika. Pan mgr Bienias przedstawit kompleksowe badania
pozwalajgce na zbadanie wplywu jonu kompleksujacego (chlorki, slicyniany, imidki, sulfacetamidy) na
whasciwosci fizykochemiczne, efektywnoéé enkapsulacji i uwalniania substancji biologicznie czynnych
w warunkach fizjologicznych. Réznice dotyczyly réwniez kopolimeréw liniowych i szczepionych. Doktorant
udowodnit mozliwosé modyfikacji kopolimeréw przez wymiang jonowa.

Do tekstu rozprawy zakradta sie¢ pewna liczba niescistosci i btedéw, z ktdrych kilka z obowigzku
recenzenta wymieniam. Na przyktad, sformutowania: ,anion farmaceutyczny, str. 107, »kopolimer
schizofreniczny”, str. 13, 14, ” — maja charakter zargonu laboratoryjnego. Str. 13 opis do rysunku 2 -

niefortunne uzycie ,ugrupowania zasadowe”, gdyz w warunkach kwasowych s3 to sprotonowane zasady
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i zgodnie z teorig kwasow i zasad Lewisa sg to kwasy. ,Zjonizowane ugrupowania kwasowe” s3 zasadami.
Takie uktady mozna byto nazwaé ,forma kationowg i anionowa”. Str. 8 DDS to — system kontrolowanego
dostarczania, a nie ,uwalniania” lekéw, chociaz oba te procesy wystepujg przy zastosowaniach tego typu
uktadéw. Str. 7 PEG - ,glikol polietylenowy” — prawidiowo powinno by¢ poli(glikol etylenowy); Str. 7 i 14,
35 poli(N-izopropyloakryloamid) — funkcjonujaca nazwa takiego amidu to akrylamid bez o. Rysunek 1, str.
13 kation wodorkowy i anion hydroksylowy w pierwszej reakcji powinny by¢ zamienione miejscami. Str. 13,
42 PCl — zgodnie ze wykazem skrétow powinno by¢ PCL — polikaprolakton. CI w catej pracy autor
zarezerwowat dla jonu chlorkowego. Str. 48 nazwa imidku jest ,imidek bis(trimetanosulfonowy) litu”
powinno byé ,imidek bis(trifluorometanosulfonowy) litu”. Sformulowania i skréty myslowe: ,zwigzany
fizycznie z tyrozyng” i ,poszukuje sie ... zastosowan biomedycznych z ich wykorzystaniem” na str. 19;
,Noséniki ulegajg skurczeniu w $rodowisku wodnym” str. 42; ,.... a tym samym zwierajgce go makroczastki”
str. 62; ,nie daje na nich sygnatéw” str. 75, ,szkielet hydrofobowy skurczyt sie tworzac rdzef” str. 83. Str. 42
autor zastosowat skréty nazw polimeréw w potaczniu z petnymi nazwami, np. PEG-b-(poli(eter allilowo-
glicydowy) co powinno by¢ ujednolicone. Str. 44 powinno by¢ polietylenoiminy, bez nawiaséw, ktore
rezerwuje sie dla nazw dwucztonowych i zawierajgcych symbole oraz znaczniki numeryczne. Str. 64, tabela
4 czy wartosci % mol MMA do ChMA/Cl s prawidtowe dla polimeréw L1-L7? Wartosci te powinny by¢
dwucyfrowe? Str. 105, rys. 55. brak podpiséw A, B, C ... na rysunku.

Zakres wykonanej, przez Doktoranta, pracy badawczej, tj. przygotowanie réznych uktadéw
polimerowych, badania fizykochemiczne oraz biologiczne, wymagat interdyscyplinarnej wiedzy teoretycznej
i umiejetnoéci preparatywnych. Zastosowanie rdéinych warunkéw prowadzenia polimeryzacji oraz
zaproponowane modyfikacje polimeréw jonowych pozwolity na okreslenie korelacji z parametrami
produktéw. Pan mgr Bienias wykazat sie znajomoscig réznorodnych technik analitycznych na podstawie,
ktorych potrafit opracowad wyniki i wyciagna¢ wnioski.

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska Pana mgr Rafata Bielasa zawiera elementy nowosci
naukowej, co zostato réwniez udokumentowane artykutami opublikowanymi w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym znajdujacych sie na liscie filadelfijskiej. Stanowi ona wazny wktad w rozwdj badari nad
opracowaniem nowych polimerowych nosnikow lekéw o wilasciwosciach polielektolitow oraz ich
odzialywan ze zwigzkami charakteryzujacymi sie aktywnoscig biologiczna. Na podkreslenie zastuguje
ztozono$é przeprowadzonych w rozprawie badan. Zamieszczone uwagi stylistyczne nie majg wptywu na
bardzo dobrg ocene merytoryczng badan przedstawionych w pracy. A przedstawione komentarze
w wynikaja bardziej z zainteresowania wynikami opisanymi w pracy niz btgdami merytorycznymi.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca Pana mgr Rafata Bielasa speinia wymagania
,Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym...” z dnia 18 marca 2011 r i zwracam si¢ do Rady
Wydziatu Chemii Politechniki Slaskiej o dopuszczenie mgr Rafata Bielasa do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego. Jednoczeénie wnosze do Rady Wydziatu Chemii o wyréinienie rozprawy.
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