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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Pawta Misiaka pt.: ,,Polimerowe nosniki lekéw na bazie
N-izopropyloakrylamidu zawierajace ugrupowania steroidowe”

Podstawa przygotowania recenzji i informacje ogdlne dot. pracy doktorskiej

Niniejsza recenzja zostata przygotowana w odpowiedzi na pismo prof. dr. hab. Joanny Karpiniskiej, Dzie-
kana Wydziatu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku, z dnia 22 maja 2023 r., informujgce o powotaniu
mnie poprzez Rade Dyscypliny Nauki Chemiczne UwB na recenzenta rozprawy doktorskiej pana mgr.

Pawta Misiaka.

Przedtozona do recenzji praca doktorska pana mgr. Pawfa Misiaka pt.: ,Polimerowe nosniki lekédw na

nn

bazie N-izopropyloakrylamidu zawierajgce ugrupowania steroidowe”” przygotowana zostata na Wydzia-
le Chemii UwB, pod kierunkiem prof. dr. hab. Agnieszki Wilczewskiej. Role promotora pomocniczego

pracy petnita dr Karolina Markiewicz.

Rozprawa doktorska obejmuje badania nad otrzymaniem, funkcjonalizacjg i wtasciwosciami termowraz-
liwych (ko)polimerdow na bazie N-izopropyloakrylamidu oraz nad ich potencjalnym zastosowaniem do

budowy nosnikéw lekow.
Omowienie uktadu pracy i jej ocena formalna

Obszerna rozprawa doktorska, liczgca 186 stron, jest napisana w klasycznym uktadzie. Na poczatku pra-
cy, po spisie tresci i wykazie uzytych skrotéw, umieszczono wprowadzenie i cze$¢ literaturowg wraz z
odpowiednim podsumowaniem (34 strony). Nastepnie, po przedstawionym celu pracy doktorskiej, moz-
na wyszczegdlni¢ dwa gtdowne rozdziaty: czes¢ badawczg, zawierajgcg bardzo przydatny dla czytelnika
atlas zwigzkdéw, rozbudowany opis uzyskanych wynikéw wraz z ich dyskusjg, podsumowanie i wnioski
koncowe (83 strony) oraz bardzo starannie opracowang cze$¢ eksperymentalng. Na koncu pracy znajdu-
ja sie streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, spisy rysunkow, tabel i schematdéw, dorobek nau-

kowy Doktoranta i bibliografia odnoszaca sie do 215 pozycji literaturowych.



We wprowadzeniu, Autor przedstawia problemy badawcze, stanowigce podstawe podjetej tematyki,
wskazujgc na potrzebe poszukiwania nowych polimerowych nosnikéw lekéw o Scisle zaplanowanych
wiasciwosciach. Trafnie uzasadnia potrzebe poszukiwania nowych rozwigzan syntetycznych do budowy
nanonosnikow z polimeréw czutych na zmiany temperatury $Srodowiska. Wskazuje na role metod kontro-
lowanej polimeryzacji rodnikowej umozliwiajgcych uzyskanie makroczasteczek o zaplanowanej masie
molowej, a takze na mozliwosci ich funkcjonalizacji majgcej na celu wprowadzenie do ich struktury cza-

steczek ,targetujgcych”, jak i ugrupowan zdolnych do kompleksowania czgsteczek lekdw.

Dwie kolejne czesci rozprawy: literaturowa i badawcza, zostaty podzielone na rozdziaty ze $cisle upo-
rzgdkowang trescig. Otrzymane przez Doktoranta wyniki badan zostaty ujete w sposéb przejrzysty, z
rozbudowang dyskusjg wykonanych licznych prac eksperymentalnych. Co wazne, obydwa rozdziaty za-

wierajg na koncu trafne podsumowania, w ktérych ujeto najwazniejsze wnioski.

Jezyk rozprawy pod wzgledem merytorycznym i stylistycznym jest dojrzaty i poprawny. W pracy pojawia-
ja sie nieliczne btedy jezykowe, w tym np.: na str. 26 ,,ilos¢ grup funkcyjnych” czy na str. 96 ,,ilosci ugru-
powar cholesterylowych”. Dla rzeczownikdw policzalnych, ktére wyrazajg okreslone wielkosci powinno z
zasady stosowaé sie stowo ,liczba”. Na str. 13, w spisie stosowanych skrotow: poli(2-
dimetyloamino)etyloakrylan) to niewtasciwie przettumaczona z angielskiego nazwa odpowiedniego po-
liakrylanu. W pracy pojawiajg sie réwniez literéwki; np. na str. 15 ,,poli(N-izoplopyloakrylamid)”, na str.

21”cachq”, str. 22 ,,Nanopartricles” czy str. 59 ,poli(N-izoproyloakrylamidu”.
Omowienie istotnosci badan

Temat podjetych przez Autora badan jest bardzo interesujgcy, zaréwno pod wzgledem poznawczym, jak
i istotny ze wzgledu na potencjalne uzycie uzyskiwanych nanomateriatéw polimerowych do kontrolowa-
nego dostarczania i uwalniania substancji bioaktywnych. Podstawowym celem pracy pana mgr. Pawta
Misiaka byto takie zaprojektowanie struktur (ko)polimerowych na poziomie molekularnym, aby spetniaty one

wymagania stawiane polimerowym nosnikom lekéw.

W ostatnich dekadach otrzymywanie polimeréw z uzyciem nowoczesnych metod polimeryzacji kontrolo-
wanych, jak i charakterystyka takich struktur, stato sie popularnym przedmiotem badan. Wiele grup
badawczych poddaje nastepnie otrzymywane makroczasteczki réznym testom biologicznym, badajac ich
cytotoksycznosé, aktywnos$¢ hemolityczng, czy obrazujac ich akumulacje w komérkach. Bardzo czesto
jednak zachowanie otrzymanych polimeréw w roztworach, w tym w mediach stosowanych w testach
biologicznych, jest kompletnie pomijane. Czesto nie wiadomo czy w roztworach uzywanych w takich
badaniach znajduja sie izolowane makroczasteczki czy ich wieksze agregaty. Dodatkowo, obecnos¢ réz-
nego rodzaju soli nieorganicznych i innych (bio)zwigzkéw w pozywkach hodowlanych réwniez moze by¢
dodatkowym czynnikiem wptywajacym na zachowanie polimeréw w takich mediach. W rezultacie, przy
tylu zmiennych, wyciggniecie jednoznacznych wnioskéw dotyczgcych potencjalnych zastosowan synte-

zowanych struktur jako nosnikéw substancji bioaktywnych bywa niezwykle trudne.
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Z powyzszych powoddw, na szczegdlng uwage zastuguje zastosowane w pracy podejscie badawcze ma-
jace na celu wykazanie, jak struktura chemiczna uzyskiwanych kopolimeréw, a takze mozliwosé kontro-
lowania ich organizacji w réznych roztworach wodnych, w tym pozywce do hodowli komérek DMEM czy
buforze PBS, a takze w réznych warunkach temperaturowych, moze ukierunkowaé ich przyszte zastoso-
wanie w biomedycynie. Wnikliwe badania Autora rozprawy, tgczace wielokierunkowg funkcjonalizacje
uzyskiwanych polimeréw z niezbedng oceng struktur powstatych w roztworze, pozwolity pokazaé, jak

wiele czynnikdw moze mieé wptyw na uzyskanie nietoksycznego nosnika o efektywnym dziataniu.

Tematyka pracy doktorskiej wpisuje sie doskonale w aktualne wyzwania badawcze zwigzane z opraco-
waniem nowych materiatéw o scisle zaplanowanych wtasciwosciach umozliwiajgcych efektywne i kon-

trolowane uwalnianie lekdw do miejsca docelowego.
Omowienie i ocena zawartosci merytorycznej

Informacje zawarte w czesci literaturowej rozprawy zostaty podzielone na trzy gtdwne rozdziaty. W
pierwszym Autor przedstawit ogdlny przeglad polimerowych nosnikéw lekéw, mozliwych syntetycznych

metod ich otrzymywania, a takze opisat pokrétce ich wiasciwosci fizykochemiczne.

W rozdziale tym w mojej ocenie zabrakto jednak szerszego opisu mozliwosci potencjalnego zastosowa-
nia do budowy nos$nikéw polimeréw o budowie rozgatezionej — w tym szeroko stosowanych dendryme-
row. Mozna sie domyslaé, ze ,,ukrywajg sie” one gdzie$ w stosunkowo krétkim rozdziale 1.1.4 pt. ,Nano-
czastki”. Nietatwo, na jednej stronie, opisac tak szerokg game nanomateriatdw, a zbyt ogdlny opis, mie-
szajgcy polipleksy z nanoczgstkami polimerowymi, nieorganicznymi i ich hybrydami w rezultacie niewiele

whnidst do tematu rozprawy.

W kolejnym rozdziale Autor szczegdétowo przedstawit mozliwosci syntetyczne majace na celu uzyskanie
polimerowych nos$nikéow lekéw zawierajgcych wbudowane czasteczki cholesterolu. Doktadny przeglad
polimerdw z ugrupowaniem cholesterylowym na koncu tancucha, jak i w tancuchach bocznych zostat
umieszczony w postaci tabel. Autor przedstawit rowniez zalety i wady wykorzystania poszczegdlnych
rozwigzan. Dos¢ chaotycznie i w mojej ocenie zbyt ogdlnie zostata przedstawiona na stronie 31, w roz-
dziale 2.1 ,Polimery zawierajace cholesterol na koncu taricucha polimerowego”, istota polimeryzacji z
odwracalnym addycyjno-fragmentacyjnym przeniesieniem taricucha (RAFT), ktdra jest gtdwng technika
kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej stosowang przez Doktoranta. Nie znajdziemy tam réwniez szer-
szej informacji o polimeryzacji RAFT/MADIX. Uwazam, ze w aspekcie tego, ze wszystkie rozdziaty czesci
badawczej bazujg na tej technice, powinna zosta¢ ona odpowiednio przedstawiona czytelnikowi. Cze$¢
teoretyczng konczy rozdziat poswiecony zjawisku termowrazliwosci polimerdw i wykorzystaniu do
otrzymywania nosnikéw lekéw najbardziej popularnego polimeru czutego na zmiane temperatury — po-

li(N-izopropyloakrylamidu) (PNIPAAmM).



Najwazniejsza cze$¢ rozprawy obejmujgca badania wtasne Autora, podzielona jest na dwa gtéwne roz-
dziaty. Pierwszy z nich obejmuje wyniki dotyczace otrzymywania zarowno réznego typu zwigzkow nisko-
czgsteczkowych (czynnikdw przeniesienia taricucha (CTA) i monomerdéw) jak i (ko)polimerdw termoczu-
tych oraz ich wszechstronng charakterystyke. Drugi rozdziat dotyczy zaprojektowania na bazie uzyska-
nych makroczgsteczek nanoczgstek oraz enkapsulacji w nich modelowe] substancji bioaktywnej — dokso-

rubicyny.

W swojej pracy Autor skupit sie na optymalizacji warunkéw kontrolowanej polimeryzacji RAFT N-
izopropyloakryloamidu i komonomerdw funkcyjnych z wykorzystaniem odpowiednio zmodyfikowanych
CTA, co doprowadzito do otrzymania biblioteki czutych na zmiany temperatury makroczasteczek o réz-
nym roztozeniu ugrupowan (bio)aktywnych. Pan mgr Pawet Misiak zajmowat sie syntezg homopolime-
row N-izopropyloakrylamidu i ich kopolimeréw z N-winylokaprolaktamem, a takze z odpowiednio funk-
cjonalizowanymi akrylanami. Otrzymane makroczgsteczki rdznity sie umiejscowieniem w ich strukturze
cholesterolu - naturalnego lipidu o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Wprowadzenie cholesterolu
jako zwigzku spetniajgcego role tzw. czynnika tropowego, do nosnika polimerowego miato za zadanie
zwiekszy¢ jego oddziatywania z btonami komdrkowymi, w tym np. komérek nowotworowych. Choleste-
rol zostat wprowadzony zaréwno ,na koncu” liniowych taricuchéw polimerowych, a takze do poszcze-
gblnych merdéw poprzez wykorzystanie jako monomeru akrylanu cholesterylu. Otrzymane (ko)polimery
modyfikowano otrzymujac odpowiednie grup funkcyjne, np. tiolowe, co umozliwito ich znakowanie fluo-
roforami. Dodatkowo podjeto préby wzbogacenia makroczasteczek w bloki acetyloacetonowe i ketoes-
trowe zdolne do kompleksowania substancji bioaktywnych w celu wsparcia ich efektywnej enkapsulacji.
Na wielkie uznanie zastuguje imponujgca liczba wykonanych syntez i szczegétowa charakterystyka uzy-
skanych (ko)polimerdw, przeprowadzona witasciwie wszystkimi dostepnymi w fizykochemii polimeréw
metodami. Autor dokonat bardzo szczegétowych analiz, dostarczajgc szeregu bardzo wartosciowych

danych.

W ostatniej czesci pracy Autor podjat sie zaprojektowania na bazie uzyskanych polimeréw nanomateria-
téw o dziataniu przeciwnowotworowym. Przedstawione wyniki obejmujg otrzymywanie nanostruktur
micelarnych, nanoczastek zagregowanych i ich wszechstronng charakterystyke w roztworach. Wyzna-
czono ich rozmiary, wartosci potencjatu zeta, zbadano termowrazliwosé¢ w roztworach wodnych oraz
zbadano ich wtasciwosci termiczne. Autor omowit w pracy réwniez wyniki wielokierunkowych badan
cytotoksycznosci, hemokompatybilnosci nosnikéw i enkapsulacji w nich doksorubicyny, ktére jasno

wskazujg na to, ze uzyskane nosniki majg duzy potencjat aplikacyjny w biologii i medycynie.

Warto podkredli¢, ze pomimo wielkiej liczby przeprowadzonych eksperymentdéw, wszystkie rezultaty
zostaty przedstawione w jasny dla czytelnika sposéb, a wszystkie hipotezy przedstawione w celu rozpra-
wy zostaty poparte poprzez szczegétowgq charakterystyke uzyskanych wynikéw. Autor wykazat sie bardzo

duzg wiedzg, teoretyczng i praktyczng, co znalazto swoje odbicie w planowaniu badan i ich swietnej rea-



lizacji. Rezultaty przeprowadzonych prac ukazaty sie w czterech bardzo dobrych artykutach, ktorych lista
znajduje sie w dotgczonym do pracy dorobku Doktoranta. O nowatorstwie i innowacyjnosci Swiadczy

rowniez fakt dofinansowania prowadzonych badan z projektéw Narodowego Centrum Nauki.

Podsumowujgc, w mojej ocenie przedstawiona rozprawa doktorska stanowi bardzo wartosciowe osia-

gniecie naukowe, zawierajace istotne elementy nowosci naukowej.

W wyniku analizy pracy, niezaleznie od mojego uznania dla jej wysokiej wartosci merytorycznej, chciata-

bym zwréci¢ uwage na kilka nieprecyzyjnych fragmentdéw oraz na pare elementéw dyskusyjnych.

Jak postuluje Autor na stronie 57 ,,W wyniku polimeryzacji N—izopropyloakrylamidu (...) uzyskano poli(N—
izopropyloakrylamidy) z ugrupowaniem cholesterylowym na koricu polimerowego tfaricucha o zaktadanej
liczbie jednostek powtarzalnych (odpowiednio x = 18, 26, 48, 52, 72 i 95)”. Na stronie 59 Doktorant po-
dejmuje sie jednak dyskusji nad (nie)zgodnoscig mas molowych wyznaczonych metodg chromatografii
zelowe]j z wartosciami teoretycznymi. Z dyskusji tej ciezko wyciggna¢ jednoznaczne wnioski o kontroli
nad prowadzonymi polimeryzacjami. Szczegdlnie niejasno zostato to ujete dla polimeréw Chol-
PNIPAAmM-X (7-9), gdzie pojawia sie stwierdzenie: ,, Analizy SEC wykazaty, ze srednie wartosci M,, sq zbli-
zone do siebie i rézniq od wartosci teoretycznych, gdy wzrastajg masy czqsteczkowe polimeréw — Chol-
PNIPAAM-X (7-9).” Zasadnym bytoby ponowne przedyskutowanie przez Autora uzyskanych wynikéw,
szczegblnie w aspekcie danych umieszczonych w Tabeli nr 4. Wyznaczona masa molowa polimeru —

Chol-PNIPAAmM-X (7) rézni sie od Chol-PNIPAAmM-X (9) prawie dwukrotnie.

Do syntez kopolimeréw NIPAAm z N-winylokaprolaktamem Autor wytypowat polimer Chol-PNIPAAM-X
(9) o masie molowej 10 940 g/mol, liczac na to, ze wbudowanie od dwéch do o$miu merdw tego komo-
nomeru powinno podwyzszy¢ temperature przejscia. Dlaczego zdecydowano sie na dodanie tak zniko-
mej liczby meréw? Przedstawiona w Tabeli 5 masa molowa kopolimeru, ktéry powinien zawiera¢ dwa
mery N-winylokaprolaktamu, wyznaczona metodg chromatografii zelowej jest nizsza od wyjsciowego
bloku Chol-PNIPAAM-X (9). Czy w ocenie doktoranta chromatografia zelowa jest tu adekwatng metoda
do oceny przytaczenia 2 merdw? Wydaje sie, ze pomiary te sg obarczone dos¢ znacznym btedem pomia-

rowym.

Doktorant zsyntezowat réwniez modelowy PNIPAAmM metoda klasycznej polimeryzacji rodnikowej (str.
57). Poza wyznaczeniem wartosci T, w wodzie, nie scharakteryzowat jednak tego polimeru (Tab. 4). Co

miata na celu taka synteza skoro polimeru nie mozna poréwnac z resztg uzyskanych makroczgsteczek?

Wiekszos¢ uzyskanych kopolimeréw charakteryzuje sie temperaturg przejscia fazowego w mediach sto-
sowanych w testach biologicznych (DMEM czy PBS) nizszg od 37°C. Polimery, ktére majg dostarczac leki
powinny by¢ co do zasady rozpuszczalne w wodzie. Czy fakt agregacji polimeru spowodowanej przej-
sciem fazowym, nie miat wptywu na uzyskane wyniki testéw biologicznych, skoro sg one przeprowadza-

ne w 37°C?



Czy w ocenie Doktoranta, suszenie uzyskanych produktéw polimeryzacji w piecu w 60°C moze skutko-
wac utratg rozpuszczalnosci i agregacjg taricuchow? Dla innych polimeréw termowrazliwych - po-
lilmetakrylanéw glikolu oligoetylenowego) czesto obserwuje sie, ze sposdb osuszania polimeru poprzez

liofilizacje lub usuwanie rozpuszczalnika w temp. pokojowej ma znaczgcy wptyw na ich rozpuszczalnosc.

W czesci literaturowej i w dyskusji wynikéw w wielu przedstawionych przyktadach brakuje szczegdtéw
dotyczacych sktadu chemicznego opisywanych polimerdw. Na przyktad na stronie 27 ,Z drugiej strony
pozytywny efekt wywiera zmiana architektury nosnika z liniowej na dendrymerowq, co podnosi zaréwno
wartosci LE, jak i LC.[83]”, na str. 30 ,,Ostatnie badania pokazujq, ze nawet przy stosunkowo duzym bala-
scie polimerowym mozliwe jest wykorzystanie wtasciwosci cholesterolu obecnego na koricu faricucha
polimerowego [97]”. O badanych polimerach nic wiecej nie wiadomo. W pracy pojawiajg sie réwniez
uogodlnienia i skroty myslowe: str. 31 ,metoda RAFT ma najwiekszq tolerancje na reaktywne grupy funk-
cyjne”, str. 32 ,llos¢ CTA w nosniku zalezy od dtugosci taricucha polimerowego”, czy str.40 ,Cholesterol
stymuluje wychwyt komdrkowy w sposob zalezny od raftera lipidowego [147]". Czytelnik moze sie do-

myslac o co chodzi, ale powinno to zosta¢ w rozprawie wyjasnione, aby nie wprowadzaé go w btad.
Whioski kornicowe

Niezaleznie od przedstawionych uwag, stwierdzam ze rozprawa doktorska pana mgr. Pawta Misiaka
obejmuje bardzo istotne zagadnienia badawcze z zakresu nowoczesnych materiatéw polimerowych o
wysokim potencjale aplikacyjnym. Za duze osiggniecie badawcze nalezy uznaé wykorzystanie procesu
RAFT/MADIX do syntez polimerdw, ktére w swojej budowie zawierajg czgsteczki tropowe oddziatujgce z
btonami komodrek. Zatozone cele badawcze pracy zostaty w petni zrealizowane. Rozprawa stanowi duzy
wkfad do stanu wiedzy na temat praktycznego wykorzystania funkcjonalizowanych polimeréw ter-
mowrazliwych do budowy nosnikéw lekdw. Chciatabym réwniez podkreslic wyrdzniajacy dorobek nau-
kowy Doktoranta, ktéry jest wspdtautorem 11 publikacji w bardzo dobrych czasopismach recenzowa-
nych, w pieciu z tych prac jest pierwszym autorem i w jednej autorem korespondencyjnym. Jest rdwniez
kierownikiem grantu PRELUDIUM 19, 2020/37/N/ST5/02140 , Termowrazliwe polimery gwiezdziste
oparte na steroidach i sacharydach jako nowoczesne systemy dostarczania lekéw” finasowanego ze

srodkéw NCN. Taki dorobek naukowy bez watpienia potwierdza dojrzatos¢ naukowg Autora.

Stwierdzam, Ze przedstawiona praca spetnia formalne wymagania stawiane przewodom doktorskim
i warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce

(Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) w odniesieniu do rozpraw doktorskich.

W zwigzku z tym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu w Biatymstoku o dopusz-

czenie pana mgr Pawta Misiaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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