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Ocena rozprawy doktorskiej magistra inzyniera Rafata Bielasa zatytulowanej
,» Badania nad syntezg kopolimeréw liniowych i szczepionych zawierajacych
jednostki pochodnych chinoliny z wybranymi anionami o dziataniu

terapeutycznych, jako nowych uktadéw biofunkcyjnych”

Powierzona mi do recenzji rozprawa doktorska powstata na Wydziale
Chemicznym Politechniki Slaskiej w zespole Pani Profesor Doroty Neugebauer.
Rozprawa ma tradycyjng forme zwartego opracowania z 3 obszernymi rozdziatami
poswieconymi badaniom literaturowym, opisowi metodyki badan wiasnych oraz analizie
uzyskanych rezultatéw. Zawiera tez inne elementy wymagane dla tego typu opracowan.
Badania wtasne opisane w rozprawie stanowig fragment duzego projektu, ktérego celem
jest wykorzystanie techniki kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem
atomu (ATRP) do syntezy funkcjonainych materiatéw polimerowych, a zwilaszcza
kopolimeréw amfifilowych, ktére mozna wykorzystaé, jako nosniki substancji biologicznie
czynnych. Ta tematyka jest obecnie bardzo intensywnie rozwijana w wielu osrodkach
badawczych gdyz wybrana metoda polimeryzacji pozwala tatwo kontrolowac¢ dtugosé
segmentéw hydrofilowych i hydrofobowych oraz konstruowaé z nich makroczasteczki o
bardzo ro6znorodnej architekiurze, co z kolei ma istotny wptyw na sposéb
samoorganizacji tych makroczasteczek w srodowisku wodnym oraz ich zdolno$¢ do
immobilizacji, transportu i uwalniania substancji bioaktywnych. Pani Profesor
Neugebauer jest jednym z wspdfautoréw podstawowej strategii stosowanej powszechnie

w syntezie tego typu materiatdw. Kluczowym elementem w tej strategii jest uzycie



estrow kwasu metakrylowego i monoeteréow glikoli polioksyetylenowych, jako zrédta
jednostek hydrofilowych. W ramach pracy doktorskiej pana magistra inzyniera Rafata
Bielasa postanowiono przetestowaé mozliwosé wykorzystania do tego celu monomeréw
jonowych w postaci metakrylanéw choliny. Pochodne choliny byly juz sporadycznie
wykorzystywane do syntezy réznych biomateriatdw, ale opracowanie metody ich
kontrolowanej polimeryzacji i ocena przydatnosci otrzymanych materiatow jako
potencjalnych nosnikow lekow byla na pewno oryginalnym i bardzo ambitnym
interdyscyplinarnym wyzwaniem na pograniczu fizykochemii polimeréw i biochemii.

Watkiem wiodgcym w czesci literaturowej rozprawy sg zagadnienia zwigzane z syntezg
polielektrolitow o réznej architekturze czgsteczek, ich samoorganizacja w struktury
nadczasteczkowe oraz probami ich wykorzystania w systemach kontrolowanego
uwalniania lekéw. Byt to na pewno dobry pomyst, gdyz pokazanie specyficznych cech tej
grupy materiatdbw pozwala lepiej zrozumieé cel prowadzonych badan wiasnych i
interpretacje uzyskanych wynikéw. Jednak do tego opisu wkradt sie pewien chaos, gdyz
w pewnym momencie w rozdziatach majacych w gtéwnym tytule termin polielektrolit
zaczety sie pojawia¢ informacje o wielu zwigzkach, ktére polielektrolitami nie sg na
przyktad o niejonowych kopolimerach amfifilowych lub innych kopolimerach, w ktérych
dochodzi do separacji faz. Te informacje powinny byé przedstawione, jako osobne
rozdziaty. Ogolnie jednak lektura tego fragmentu pracy nie pozostawia watpliwosci, ze
autor na biezgco S$ledzi postep badan w tematyce pokrewnej jego witasnym
zainteresowaniom i jest w stanie oceni¢ warto$¢é swoich osiagnie¢ na tle dokonan innych
badaczy. Jak to zwykle bywa w tek$cie pojawiajg sie pewne dyskusyjne sformutowania
takie jak na przyktad bardzo modnym obecnie termin , polimeryczna ciecz jonowa”. W
rzeczywistosci okreslane tym mianem polimery nie sa cieczami, lecz statymi kationitami
tyle, ze z pewnym typem centrow kationowych i anionéw. ich cudowne wiasciwosci
przypisywane przez wielu badaczy, czesto nie wytrzymujg préby w poréwnaniu z
bardziej prostymi chemikaliami. Na przyktad z ciecz jonowa opisana na stronie, 18 jako
wspaniaty katalizator cykloaaddycji, CO, do epoksydow jest w tym procesie mniej
aktywna niz bromek sodu. Moim zdaniem trudno tez oczekiwa¢, aby kationity mogty w
przysziosci  zastapi¢  chlorowodorki  diamin  (np.octanisept), jako  $rodki

przeciwdrobnoustrojowe gdyz polimery syntetyczne nie sa na tyle dobrze



zdefiniowanymi substancjami, aby miaty szanse obecnie przej$s¢ pomysinie procedure
rejestracji leku.

Swoje wiasne badania doktorant rozpoczat od otrzymania obszernej biblioteki liniowych
kopolimerdéw trzech pochodnych choliny z metakrylanem lub akrylanem metylu. Jego
niewatpliwym sukcesem bylo znalezienie warunkéw, w ktérych mozna byto otrzymaé z
dobrg wydajnoscia produkty rézniace sie znacznie sktadem i masa molowg. Niestety
sposOb wyznaczania tych parametrow nie zostat precyzyjnie opisany i nie mozna
wykluczyé, ze wyznaczone dane liczbowe s3g obarczone duzymi bledami. Juz na samym
wstepie odczuwa sie brak charakterystyki stosowanych monomeréw cholinowych.
Doktorant po prostu przyjat, ze po odpedzeniu wody z handlowego roztworu
metakrylanu choliny z przeciwjonem chlorkowym otrzymat czysty bezwodny monomer
oraz ze udalo mu sie ilosciowo zastapi¢ anion chlorkowy anionem
bis(trifluorometanosulfono) imidkowym lub anionem salicylanowym. Trudno mi
zrozumie¢, dlaczego nie skorzystat ze standardowych metod stosowanych w chemii
organicznej do oznaczania czystosci otrzymywanych zwiazkéw, chocby zwyktej analizy
elementarnej czy metod spektroskopowych.

Sktad i Srednie liczbowo masy molowy otrzymanych polimeréw oszacowano na
podstawie stopnia konwersji monomeréw wyznaczonej z widm 'H NMR mieszanin
poreakcyjnych. W tej analizie zatozyt, ze pozostata czes¢ monomeréw wbudowata sie
do taincucha i kazda makroczasteczka zawiera jeden fragment inicjatora. To zatozenie
jest w pracach z obszaru ATRP akceptowalne, natomiast nalezy sie liczy¢ z duzymi
bledami catkowania gdyz jak widaé na jedynym przedstawionym w pracy widmie 'H
NMR (rys.30) nie stosowano wzorca zewnetrznego, a sygnatami referencyjnymi byty
linie rezonansowe, charakterystyczne dla polimeréw, dia ktérych trudno jest precyzyjnie
wyznaczyC granice catkowania. Ponadto przynajmniej w niektoérych uktadach czes$é
monomerdéw cholinowych ulegata transestryfikacji, co powoduje, ze ich rzeczywista
zawartoS¢ w produkcie jest nizsza od oszacowanej na podstawie konwersji monomeréw.
Moim zdaniem nalezato te szacunki zweryfikowaé, (cho¢ by dla jednego produktu)
oznaczajac sktad kopolimeru na podstawie zawarto$cig wegla i azotu lub analizujac
widmo NMR wyodrebnionego polimeru. Dla wszystkich polimeréw o budowie liniowe]

wyznaczono tez pozorne masy molowe przy uzyciu techniki GPC z wzorcami



polistyrenowymi. Jak mozna sie byto spodziewaé wszystkie tak wyznaczone masy sa
duzo mniejsze od wyznaczonych metodg NMR. Wynika to ze znacznej réznicy srednic
ktebkow tworzonych przez wzorzec i polarne produkty badanych reakcji. Niepokoi
natomiast fakt, ze w kilku wypadkach nie ma nawet jakosciowej zgodnosci pomiedzy
danymi wyznaczonymi obydwoma metodami. Generalnie pomiar GPC w tym wariancie
stuzy jedynie do oceny stopnia dyspersyjnosci tancuchéw, ktéry w wiekszosci wypadkow
byt mniejszy, niz 1,5, co moze wskazywaé na dos¢ dobrg kontrole procesu polimeryzaciji
przez uzyte kompleksy miedzi. Nie mozna jednak wykluczyé, ze obecno$é¢ silnie
polarnych grup bocznych zaktéca proces rozdziatu i ze czesé tancuchéw zawierajgce
grupy jonowe zostaje trwale zaabsorbowana na kolumnach chromatograficznych i
rzeczywisty wspétczynnik dyspersji jest znacznie wigkszy. W celu uzyskania bardziej
wiarygodnych rezultatéw nalezato wyeliminowaé boczne grupy jonowe wykorzystujac
zaobserwowang reakcje transestryfikacji metanolem lub roztworem metanolanu sodu.
Finalnym produktem bytby wéwczas poli(metakrylan metylu), ktérego mase molowg
mozna precyzyjnie wyznaczy¢ metodg GPC. Potwierdzajg to wlasne dane doktoranta
uzyskane dla niepolarnych kopolimerow metakrylanu metylu zamieszczone w tabeli 10
na stronie 79 gdzie zgodno$¢ oznaczen technikag NMR i GPC jest bardzo wysoka.
Wspomniane powyzej ograniczenia kazg z do§é duzg ostroznoscia podchodzi¢ do
dokonanej przez doktoranta préby oceny wptywu rodzaju przeciwjonu na reaktywnos$é
badanych monomeréw tym bardziej, Zze punktem odniesienia nie byly dane przy niskiej
konwersji, co jest standardem w badaniach kinetycznych, a umowny punkt, w ktérym
mieszadto przestawato sie kreci¢ wskutek zbyt duzej lepkosci mieszaniny reakcyjnej. W
tych warunkach mozna sie spodziewaé, ze bardzo istotny wptyw na reaktywnos$é
monomerow ma mozliwos¢ ich dyfuzji do centrow aktywnych i moim zdaniem ten aspekt
nalezato uwypukli¢ gdyz zmiana przeciwjonu na dalekich peryferiach nie ma istotnego
wptywu na reaktywno$é centrum aktywnego. Bardzo dobrg ilustracjg sg tu procesy
polimeryzacji z udzialem monomeru z przeciwjonem imidkowym. Jest on bardzo
aktywny w procesie homopolimeryzacji, co oznacza, ze tatwo dociera do centrum
aktywnego, gdy nie ma konkurenta. W obecnoéci metakrylanu metylu jego reaktywnosc¢
gwattownie spada, gdyz silnie polarny ogon sprawia, ze do centréw aktywnych dociera

on z wigkszym trudem niz mniejszy i mniej polarny metakrylan metylu. Z tego powodu



lokalne stezenia monomerdw w poblizu centrum rodnikowego sa inne niz stezenia
makroskopowe.

Czes¢ liniowych homopolimeréw i kopolimeréw zostata przez doktoranta zmodyfikowana
w wyniku wymiany jonéw, nie w monomerze, lecz w otrzymanych wcze$niej polimerach
o budowie liniowej z anionem chlorkowym lub salicylanowym. W tym teécie chodzito o
stwierdzenie czy ta droga mozna efektywnie wprowadza¢ aniony o potencjalnym
dziataniu terapeutycznym ( w tym wypadku sulfacetamidowe) lub silnie polarne aniony
imidkowe do gotowych matryc polimerowych otrzymanych z tainszych substratéw. Autor
twierdzi, ze w badanych przez niego uktadach procesy wymiany biegly z bardzo wysoka
wydajnoscia. Ja natomiast uwazam, Ze wnioski te nie sa wystarczajgco
udokumentowane. Doktorant wykazat, ze w otrzymanych produktach sg nowe aniony,
ale nie udowodnit, Ze nie ma juz starych lub ze jest ich bardzo maito. Sprawdzenie
obecnosci jonéw chlorkowych lub salicylanowych nie jest trudne ( test z azotanem
srebra czy sprawdzenie intensywnosci sygnatéw protonéw aromatycznych w widmie ' H
NMR). Polimery zawierajgce w swojej strukturze grupy estrowe maja zdolnos¢ do
tworzenia komplekséw z solami metali alkalicznych ( to zjawisko wykorzystuje sie do
tworzenia statych elektrolitbw polimerowych - patrz np. J. Phys. Chem. B,
2004,108,14907). Nie mozna, wiec wykluczyé, ze w wyniku zastosowanych procedur
otrzymano mieszanine kopolimeréw i soli metali z dwoma anionami. Na takg mozliwos¢
wskazujg wartosci temperatur zeszklenia uzyskane dla pochodnych z anionami
imidkowymi. W produktach otrzymanych z odpowiedniego monomeru sg one niskie
wskutek znanego plastyfikujgcego dziatania anionu imidkowego. W produktach
otrzymanych w reakcjach wymiany na matrycach polimerowych sg one znacznie
wyzsze, co moim zdaniem jest zwigzane z obecnoscig innych anionéw, a nie réznic w
rozktadzie sekwencji jak przypuszcza autor. Wystarczy tu sprawdzi¢ dane dla
homopolimeréw, gdzie powinien wystepowac tylko jeden rodzaj meréw, a réznica
wartosci Tg wynosi az 98° . W tym miejscu wyjasnienia wymaga tez co autor rozumie
pod pojeciem ilosciowe widmo *C NMR na podstawie, ktérego stwierdzit, ze wymiana z
udziatem anionéw imidkowych biegnie z wydajnoscig ponad 95%. Brak o tym wzmianki
w czesci eksperymentalnej, a wiadomo, ze w tej technice intensywnos¢ sygnatow zalezy

od czaséw relaksaciji jader i nie wiadomo, co byto wzorcem do pomiaréw ilosciowych.



Ostatnig grupa materiatow polimerowych otrzymanych przez doktoranta byty kopolimery
szczepione zawierajgce pochodne choliny w taincuchach bocznych. W ich syntezie
wykorzystano znang metode, w ktérej jako inicjator stosuje sie kopolimery
bromoacyloksylowych pochodnych metakrylanu 2-hydroksyetylu. Podobnie jak
poprzednio doktorant zdotat znalez¢ warunki, ktére pozwolity na otrzymanie
oczekiwanych produktéw w ilosciach pozwalajacych na przeprowadzenia dalszych
badan. Skala trudnosci syntezy byta tu znacznie wigksza i uporanie sie z tym zadaniem
wskazuje i na gteboka znajomo$é niuanséw techniki ATRP i umiejetno$¢ ich
praktycznego wykorzystania. Sitg rzeczy charakterystyka tych produktéw stwarzata
jeszcze wicksze problemy niz w wypadku produktéw liniowych. Nie jest, bowiem
oczywiste zatozenia, ze wszystkie atomy bromu w wyjSciowym kopolimerze zostaty
wykorzystane do budowy bocznych taricuchéw i nalezy sie liczy¢ z tym, ze rzeczywista
dtugos¢ tancuchow bocznych jest wieksza od wyliczonej.

Za najbardziej warto$ciowg cze$é pracy uwazam cyki badan fizykochemicznych, ktérego
celem byta ocena zachowania otrzymanych polielektrolitow w srodowisku wodnym oraz
ich zdolnosci do immobilizowania i uwalniania substancji bioaktywnych. Badania
prowadzone technikg rozpraszania Swiatta, TEM i UV-vis jednoznacznie wykazaty, ze
architektura makroczgsteczek zawierajgcych pochodne choliny ma bardzo istotny wptyw
na sposéb ich agregacji. Kopolimery szczepione tworzg na ogét znacznie mniejsze
agregaty o bardziej regularnym sferycznym ksztaicie niz ich analogi liniowe. Ponadto
charakteryzujg sie nizszymi wartoSciami krytycznego stezenia micelizacji, co jest
korzystna cecha w aspekcie zastosowan w systemach kontrolowanego uwalniania
lekéw. Bardzo trafnie wybrano i aniony o dziataniu terapeutycznym i leki o charakterze
niejonowym, a zgromadzony bardzo obszerny materiat doswiadczalny zostat w sposo6b
profesjonalny zinterpretowany. Dzieki temu doktorantowi udato sie wskazac i mozliwosci
i ograniczenia zwigzane z tym nowym typem nos$nikéw polimerowych, co byto jego
podstawowym zadaniem. Generalnie wydaje sie, Zze mozliwosci praktycznego
wykorzystania tych ukltadéw nie sg zbyt duze gdyz tzw. aniony terapeutyczne
zawierajace duzy fragment organiczny (np. anion sulfacetamidowy) moga stanowié
bardzo solidng hydrofobowa bariere dla czasteczek wody, anionéw nieorganicznych i

lekéw, co znacznie ogranicza mozliwo$¢ réwnoczesnego dostarczania jonowych i



niejonowych substancji biologicznie aktywnych. Z kolei czasteczki lekéw zawierajgcych
sztywne uktady aromatyczne majg problemy z przebiciem sie nawet przez warstwe
matych anionéw i dla tego typu lekéw zdecydowanie lepszym nosnikiem sa matryce
zawierajgce niejonowe segmenty hydrofilowe. Z kolei mate jony chlorkowe moga
przepuszczaé elastyczne i silnie polarne czasteczki lekéw(np. erytromycyne), ale tez
silnie je wigza¢ i uniemozliwia¢ skuteczne ich uwalnianie. Jednak zachowanie uktadéw
zawierajacych aniony salicylanowe i erytromycyne pokazujg, ze przy pewnegj
optymalizacji uktadu terapia skojarzona z udziatem jonowych i niejonowych substanc;ji
biologicznie aktywnych jest przynajmniej teoretycznie mozliwa.

Opisane w ostatniej czesci testy biochemiczne wykazaty, ze wybrane ukfady nie s3
toksyczne dla badanych linii komérkowych i nie wykazujg aktywnosci prozapalne;.
Niestety nie zaobserwowano tez, spektakularnych efektow w dziataniu antybakteryjnym,
a w niektérych uktadach nastapit nawet wzrost proliferacji.

W sumie, mimo szeregu krytycznych uwag odnos$nie sposobu charakteryzowania mas
molowych i sktadéw otrzymanych polielektrolitow, uwazam, ze doktorant pomysinie
zrealizowat bardzo warto$ciowy projekt badawczy. Przyjete przez doktoranta pewne
uproszczenia na tym etapie pracy mozna uzna¢ za uzasadnione gdyz zakres
prowadzonych badan byt bardzo szeroki i trzeba byto podejmowaé decyzje jak
umiejetnie gospodarowacé niewielkimi ilosciami prébek otrzymywanych materiatéw, aby
oceni¢, jakie elementy strukturalne mogg byc¢ istotne przy projektowaniu tego typu
uktadow. Ten podstawowy cel zostat osiagniety, a do kwestii zwigzanych z czystoscig
produktéw bedzie mozna powrécié po wyselekcjonowaniu obiektéw wartych bardziej
szczegotowych badan.

Potwierdzeniem wysokiego poziomu pewnych etapéw projektu badawczego
opisanego w rozprawie doktorskiefj mgr inz. Rafata Bielasa jest opublikowanie
uzyskanych przez niego wynikéw w 2 artykutach, ktére ukazaty sie na tamach New
Journal Chemistry oraz Journal Molecular Liquids. Dwie dalsze prace zostaty przestane
do czasopism Scientific Reports i Pharmaceutics.

Na wyrdznienie zastuguje tez bardzo bogaty catkowity dorobek naukowy doktoranta,
ktory obejmuje 9 publikacji w cenionych periodykach oraz 14 prezentacji na
konferencjach naukowych.



W tym stanie rzeczy nie mam najmniejszych watpliwosci, ze autor recenzowanej
rozpraWy w pefni zastuguje na uzyskanie stopnia naukowego doktora nauk scistych w
dyscyplinie nauki chemiczne w renomowanej Uczelni i z petnym przekonaniem zwracam
sie do Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej z wnioskiem o dopuszczenie
magistra inzyniera Rafata Bielasa do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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