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Ocena rozprawy doktorskiej
mgr inz. Marcina Mackiewicza

pt. ,Srodowiskowo-czute mikrozele na bazie N-izopropyloakrylamidu.
Synteza, wlasciwosci i zastosowanie.”

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej Autor skupit sie na syntezie i analizie
wiasciwosci nowych struktur mikrozeli tzw. inteligentnych polimeréw, ktére mogg ulegac
objetosciowemu przejsciu fazowemu i wystgpowal w stanach speczniatym i skurczonym w
odpowiedzi na zmiany m.in. temperatury, pH, sity jonowej, ci$nienia, skfadu rozpuszczalnika czy
promieniowania elekiromagnetycznego. Majac zdolnoéé szybkiej odpowiedzi na czynniki zewnetrzne
oraz mozliwo$¢ magazynowania (wigzania) czasteczek w strukturze mikrozelu sg one przedmiotem
zainteresowania wielu grup badawczych w aspekcie m.in. sensoréw, specyficznych katalizatoréw

oraz potencjalnych nosnikéw lekéw.

Praca zrealizowana zostata na Wydziale Chemii UW w Pracowni Teorii i Zastosowan Elektrod w
zespole naukowym kierowanym przez Pana prof. dr hab. Zbigniewa Stojka. Zespét od szeregu lat
prowadzi badania przemian elektrochemicznych zwigzkéw biologicznie czynnych, m.in. lekéw
przeciwnowotworowych, zaréwno w postaci wolnej jak i w postaci zwigzanej z DNA oraz z
nanoczasteczkami magnetycznymi na bazie tlenkéw zelaza. W ostatnich latach w  kregu
zainteresowan zespotu znalazly sie réwniez elektrody modyfikowane polimerami i zelami wrazliwymi
na parametry zewnetrzne, takie jak temperatura, sita jonowa, stezenie wybranych jonéw itp.
Odpowiednio zaprojektowane, moga one znale#é zastosowanie przy konstrukcji czujnikéw
wrazliwych na zmiany warunkéw $rodowiska, w ktdrym zostang umieszczone. Tym samym
recenzowana rozprawa doktorska Pana mgr Madkiewicza ma charakter badari podstawowych
dotyczacych rozpoznania mozliwodci zaprojektowania i zsyntetyzowania mikrozeli na bazie
N-izopropyloakrylamidu (NIPA) wrazliwych na zmiany z gory zalozonych czynnikéw fizycznych,
fizykochemicznych lub chemicznych. Praca zawiera réwniez elementy aplikacyjne.

Celem recenzowanej pracy byta synteza i mozliwie szeroki opis wiasciwosci nowych polimerycznych
mikrozeli opartych na strukturze w/w monomeru NIPA. Nowe struktury powstaty poprzez

wprowadzenie do sieci polimerycznego 7elu pNIPA trzech typéw zwigzkéw (grup funkcyjnych): (i)

aminokwasdw, w tym ornityny oraz cystyny (ii) polimeru przewodzacego, polianiliny (PANI) oraz, na
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otrzymane przez Doktranta. Po drugie, w r-niu 36 na str. 93 nawiasy katowe oznaczajg , uérednienie

po czasie” a nie ,$redni czas”.

Rozdziat 8, pt. ,Synteza mikrozeli” najbardziej odpowiada zawartoéci Czesci
eksperymentainej. Zostaty w nim jasno opisane i bardzo obrazowo zilustrowane procedury syntezy
mikrozeli nieusieciowanych, pNIPA i usieciowanych p(NIPA-BIS) oraz mikrokompozytu p(NIPA-
BIS)/PANI, gdzie BIS oznacza N,N’-metylenobisakryloamid, a PANI — polimer anilinowy. W podobny
spos6b na bazie polimeru NIPA zsyntetyzowany zostat polimer p(NIPA-BIS-AcOrn) zawierajacy
dodatkowo jako czynnik sieciujgcy monomer N-&-akryloiloornityny, z jego réznym udziatem
procentowym. N-izopropyloakryloamid zostat tez usieciowany zwigzkiem zawierajgcym mostek
disiarczkowy: N,N’-bis(akryloilocystyng) (BISS) dajac polimery o symbolu p(NIPA-BISSy%) o roznej
zawartosci pochodnej cystyny. Opis procedury umieszczenia doksorubicyny w sieci mikrozelu zostat
umieszczony w rozdziale 11. W opisie powyzszych procedur syntez polimeréw mikrozeli zabrakto

danych o wydajnosci tych przemian.

Kolejny, rozdziat 9 Czesci eksperymentalnej zawiera opis wiasciwoéci zsyntetyzowanego
polimerowego mikrozelu usieciowanego ornityng: p(NIPA-BIS-AcOrn). Wprowadzenie czgsteczki
zawierajacej jednoczesnie grupe karboksylowa oraz aminowa poszerzyto znacznie wiasciwosci
polimeru nadajagc mu wrazliwoéé na zmiany pH oraz na obecnos$é niektérych jonéw zdolnych to
tworzenia komplekséw z siecig polimerowa. Badania wptywu zawartosci N-8-akryloiloornityny na
stan napecznienia zelu ujawnity przy okazji, ze procentowy udziat tego zwigzku w sieci polimerowej
jest istotnie nizszy niz byt w mieszaninie monomeréw przygotowanej do reakcji. Prawdopodobnie
dotyczy to réwniez udziatu innych zwigzkéw wprowadzonych do sieci pNIPA. Bardzo szeroko
Doktorant przedyskutowat wplyw pH na stan napecznienia mikrozeli (mierzony $rednica
hydrodynamiczng czasteczek). Istotng wrazliwos¢ wykazaty dopiero polimery z 13% zawartoscig
AcOrn i jest ona zgodna ze zdolnoécig do przechodzenia aminokwasu z formy kationu do formy
obojetnej i dalej do formy anionowej. Analiza tych zaleznosci jest istotna, miedzy innymi dlatego, ze
postac jonu obojnaczego aminokwasu uaktywnia oddziatywania hydrofobowe oraz van der Waals’a,
ktére indukuja kurczenie mikrozelu. Natomiast jednoimienne tadunki w sieci polimerowej
powodujg wzrost ci$nienia osmotycznego oraz generujg sity odpychania elektrostatycznego
pomigdzy faricuchami, co w sumie prowadzi do pecznienia sieci polimerowej. W konsekwencji,
znajomos¢ tych warunkéw pomiedzy pecznieniem a kurczeniem polimeru daje mozliwosé
zaprojektowania jego wtasciwosci pod katem zastosowan praktycznych. W pracy wykazano takze,
ze wprowadzenie jonu Cu* spowodowato spadek stopnia specznienia oraz obnizenie temperatury
przejscia fazowego. Jest to wazny wynik, gdyz wskazat, ze site wigzania metali ciezkich mozna
kontrolowa¢ zmiang pH i temperatury. Jednak nie obserwowano takich zmian w obecnosci jondw
wapnia. Stuszno$¢ przedstawionej w pracy interpretacji tego wyniku potwierdzityby dopiero

przyktady innych jondw metali dwuwartosciowych.

Celem otrzymania mikrokompozytu NIPA z polianiling p(NIPA-BIS)/PANI byto podobnie jak w
przypadku p(NIPA-BIS-AcOrn) okreélenie wptywu polianiliny na strukture, stopier specznienia i
przejscia fazowego, ale réwniez nadanie jemu cech przewodnosci i elektroaktywnosci. Badania

transmisyjnej (TEM) i skaningowej (SEM) mikroskopii elektronowej (rozdziat 10) wskazaty, ze
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polianilina tworzy na powierzchni czgstek mikrozelu nanowtékna dosé réwnomiernie rozmieszczone
w catej objetosci. Temperatury przejécia fazowego usieciowanego mikrozelu p{NIPA-BIS) i
usieciowanego kompozytu byty zblizone, ok. 33°C, co wskazuje, ze PANI oddziatuje tylko
fizykochemicznie z siecig P(NIPA-BIS). Rozktad $rednicy hydrodynamicznej czasteczek p(NIPA-BIS) i
p(NIPA-BIS)/PANI w stanie speczniatym, 25°C i w skurczonym, 40°C réznit sie nieco, ale nie
przeprowadzono analizy statystycznej istotnosci réznic otrzymanych wynikéw i trudno te réznice
oceni¢. Zadany cel zostat zrealizowany, bo przewodno$¢ wiadciwa mikrokompozytu NIPA z aniling
wzrosta ok. 10 razy, a na woltamperogramach roztworéw p(NIPA-BIS)/PANI otrzymano dwie pary
pikow ukfadéw redoks, przy czym wysokos¢ pikdw byta najwyzsza dla stanu skurczonego. Zgadzam
sig z interpretacjg tych wynikéw i z sugestig Autora, ze opisane wiasciwosci stanowig potencjat dla

projektowania nowych systeméw analizy elektrochemicznej, w tym sensoréw.

Istotng wiasciwos¢ nanoczastek, kt6rych zadaniem jest transport leku do organizmu stanowi
zdolnos$¢ do selektywnego uwolnienia leku w zadanych warunkach w organizmie. W przypadku
mikrozeli p(NIPA-BISS) zostato to zaprojektowane poprzez obecnoéé w strukturze mikrozelu
mostkow disiarczkowych (BISS), ktére mogy by¢ zdegradowane, i w ten sposéb lek zostanie
uwolniony ze struktury polimeru. W pracy stusznie, jako czynnik degradujacy zastosowano obok
zwigzku modelowego ditiotritolu, DTT, tripeptyd glutation, GSH. Jednak dane, uzasadniajgce tg
decyzje, o rdznicy zawartoéci GSH cytoplazmie i przestrzeniach miedzykomoérkowych oraz w
komoérkach zdrowych i nowotworowych sg nieco bardziej skomplikowane ni3 przedstawiono.
Wyniki eksperymentu wskazaty, ze mikrozel o 1% zawartoéci BISS ulegat degradacji, natomiast 3%
zawarto$¢ BISS powodowata zahamowanie rozpadu wigzai S-S pod wplywem tioli. Préba
interpretaciji tego wyniku skierowata autora na mozliwoéé powstawania tioeteréw podczas syntezy
mikrozelu, ale nie da sie takze wykluczy¢, ze w mikrozel P(NIPA-BISS3%) w formie speczniatej (10°C)

stabiej ,,dopuszcza” GSH do usieciowanej struktury.

Przeprowadzono badania, w kt6rych Doksorubicyna zostata umieszczona w mikrozelu
podczas 24-godzinnej inkubacji w temp. 37 stopni, schtodzona do 25 °C, a nastepnie uwalniana
przy 37°C. Dlaczego zastosowano 37°C, czyli wprowadzano lek do formy niespecznianej mikrozelu, a
potem roztwor schtodzono? Z uznaniem natomiast odebratam koncepcje selektywnego uwalniania
leku do komérek nowotworowych o pH nizszym niz w $rodowisku tkanki zdrowej, opartej na sile
wigzania grupy karboksylowej z ,sieci mikrozelu” z grupg aminowg doksorubicyny. Otrzymany
wynik potwierdzit to zatozenie. Moim zdaniem jest to najciekawszy element pracy. Mysle, ze w
dalszych badaniach mozna pomysle¢ o dtuzszym czasie uwalnianiu leku, a wéwczas cytotoksycznosé

formy DOX skompleksowanej z mikrozelem powinna by¢ wyzsza niz formy niezwigzanej.

Tekst rozprawy jest napisany jasnym, precyzyjnym jezykiem, przystepnie przekazujgcym
mysli Autora, chociaz jak wspomniatam powyzej, Czes¢ literaturowa zawiera kilka powtarzajacych
si¢ elementéw. Strona edytorska pracy, poza przedstawionymi powyzej uwagami, co do jej uktadu,
jest wyjgtkowo staranna, zaréwno w obrebie tekstu jak i czesci graficznej. Nie znalaztam tez wielu
usterek jezykowych ani zwrotéow zargonowych, jedynie kilka potknie¢. Np. stosowatabym zwrot
polimery ,wrazliwe” na warunki srodowiska, a nie ,czute”na warunki Srodowiska, ,stosowana”

metoda, a nie ,uzywana” metoda, temperatura ,obniza si¢”, a nie ,,zmniejsza sig”.
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Podsumowujac, recenzowana praca doktorska prezentuje wysoki poziom przeprowadzonych
badan. Wskazuje na kompetencje Doktoranta w zakresie fizykochemii i stosowanych w tej
dziedzinie najnowszych technik eksperymentalnych, jak i na otwartoé¢ w kierunku wiedzy o
funkcjonowaniu organizméw zywych, co dato efekt w koncepcji trzeciej czesci pracy, ktéry oceniam
bardzo wysoko. Wyniki kazdej czeci recenzowanej pracy zostaty opisane w trzech publikacjach,
gdzie Doktorant jest pierwszym autorem, jest On takze wspdtautorem innych trzech publikacji.

Stawiam wniosek, ze rozprawa Pana mgr Marcina Mackiewicza pt. ,Srodowiskowo-czute
mikrozele na bazie N-izopropyloakrylamidu. Synteza, wiasciwosci i zastosowanie” spetnia wszystkie
wymagania stawiane pracom doktorskim przez Ustawg o Stopniach i Tytule Naukowym i
przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawkiego wniosek o

dopuszczenie Pana mgr Marcina Mackiewicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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