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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Julii Pachli
pt.: Liniowe poliaminy o silnych wiasciwosciach przeciwbakteryjnych: synteza,
charakterystyka i badanie zaleznosci migdzy strukturg a aktywnoscig biologiczng

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej z dnia 13.06.2024 r. zgodnie z Uchwatg Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej nr 509/45/2024 podjetag w dniu 11.06.2024 r.

Przedtozong do recenzji rozprawe doktorska pani mgr inz. Julia Pachla wykonata w Katedrze
Chemii i Technologii Polimeréw na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej, pod
kierunkiem promotora pana prof. dr hab. inz. Dominika Janczewskiego.

Majgc na uwadze unikalne wtasciwosci naturalnych zwiazkéw matoczasteczkowych wzrasta
intensywnos$¢ badan zajmujgcych sie ich syntetycznymi nasladowcami, do ktérych naleza takze
makroczasteczki o odpowiednio zaprojektowanej strukturze. Szczegdlnie istotnym obszarem sa
zastosowania biomedyczne, w ktérych wykorzystanie polimeréw wigze sie z okre§lonymi
wymaganiami, takimi jak biozgodno$¢ i nietoksyczno$¢ wobec zdrowych komérek, ograniczenie
niepozgdanych efektéw ubocznych, czy tez poprawa rozpuszczalnosci transportowanego zwiazku
biologicznie aktywnego. Zainteresowanie funkcjonalnymi materialami polimerowymi w znacznym
stopniu jest ukierunkowane na generowanie wiasciwosci przeciwbakteryjnych i ich wykorzystaniu w
antybiotykoterapii, w tym przeciwdziatajac lekoopornosci i innym powaznym problemom, ktére
wynikajg ze stosowania konwencjonalnych antybiotykéw poczawszy od pionierskiej penicyliny.

Tematyka rozprawy doktorskiej podejmuje dziatania, ktére maja wskazaé rozwigzanie na
istniejgce problemy antybiotykoterapii, proponujac nowe struktury polimeréw liniowych, w tym
kopolimeréw gradientowych, syntezowanych z wykorzystaniem metody polimeryzacji z otwarciem
pierécienia monomerdéw oksazynowych i oksazolinowych. Otrzymane poliaminy jako funkcjonalne
materialy zawierajace I-, II-, Ill-rzgdowe grupy aminowe i IV-rzedowe grupy amoniowe, ktore
wskazuja na aktywnos$¢ biologiczng, byly badane pod katem oznaczenia wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych wobec modelowych mikroorganizméw (bakterie i drozdze) oraz szczepéw
klinicznych, w tym cytotoksycznodci i aktywnosci hemolitycznej. Rozprawa na ukfad klasyczny i
obejmuje 182 strony, na ktére sktadajg si¢: Streszczenie w j. polskim i angielskim (4 stron), Wykaz
uzytych skrdtéw i symboli (3 strony), Wstep i cel pracy (3 strony), Przeglgd literatury (46 stron),
Badania wiasne i dyskusja wynikéw (54 strony), Podsumowanie i wnioski (3 strony), Czesé¢
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doswiadczalna (17 stron), Bibliografia (23 strony), Zalqczniki zawierajace 31 rysunkéw i 2 tabele (19
stron) oraz Spis artykutéw wtasnych (1 strona).

Cze$é literaturowa rozpoczyna si¢ od omdwienia peptydoéw przeciwdrobnoustrojowych
wytwarzanych przez uklad odpornosciowy do walki z patogenami i nasladujacych je syntetycznych
polimerdéw o zblizonej aktywnosci biologicznej, do ktorych naleza kationowe polimery amfifilowe o
whasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Po czym Doktorantka przedstawia podstawowe czynniki,
takie jak rodzaj komorki i sktad membrany dwulipidowej, rtownowaga hydrofilowo-lipofilowa, dlugos¢
tacznika alkilowego, rodzaj grupy aminowej i kationowej, sztywnosé tancucha oraz cigzar
czasteczkowy, ktore moga wptywa¢ na wlasciwosci biologiczne wyzej wspomnianych polimeréw. W
kolejnym podrozdziale wyjasnia mechanizm kopolimeryzacji, w ktorej kluczows role odgrywaja
wzgledne wspbtezynniki reaktywnosci komonomeréw decydujace o rozmieszczeniu dwoch rodzajow
meréw wzdhuz laficucha, j. statystycznym, blokowym, naprzemiennym lub gradientowym. Ten ostatni
rodzaj kopolimeréw, w szczegolnosci zawierajacych jednostki aminowe, ma $cisty zwiazek z praca
doktorska. W dalszej czesci skupia si¢ na mechanizmie polimeryzacji kationowej z otwarciem
pierécienia (CROP) cyklicznych iminoeterow, takich jak 2-podstawiona-2-oksazyna i -oksazolina.
Jednocze$nie zwraca uwage na najpopularniejsze i dostepne handlowo poli(2-alkilo-2-oksazoliny)
(alkil = metyl, etyl, n-butyl, izopropyl) i ich analogowe polioksazyny, ktére znajduja zastosowania
biomedyczne, np. jako wektory transfekcji genow i nosniki lekéw. Ponadto, obydwie grupy polimerdéw
sa prekursorami poliamin, ktore powstaja w wyniku hydrolizy.

Pod wzgledem merytorycznym oméwione zagadnienia stanowia bardzo dobre wprowadzenie
do pracy eksperymentalnej. Watpliwosci nasuwaja rysunki 20 i 22, na ktorych przedstawione struktury
sa powtérzeniem tych z wezesniejszych rysunkow 2(c,d) i 13(c,d). Doktorantka opracowata przeglad
literaturowy na podstawie 217 artykutéw, gléwnie opublikowanych po 2000 roku, co podkresla
aktualno$¢ tematyki, zas te starsze odnoszace si¢ do stanu wiedzy w latach 60-tych i nieco p6zniejszych
przedstawiaja pierwsze raporty w zakresie badanych zwiazkéw. Odnoénie zapisu cytowanej
bibliografii, nie ma zachowanego jednego formatu dla publikacji, gdzie pojawiajg si¢ niepotrzebne
informacje (np. 123, 145, 159, 162), czy tez podano niewlasciwy rok 1440 (202), co zapewne wynika
z niedoskonatosci uzywanego oprogramowania.

W pracy doktorskiej pani mgr Pachla skupita si¢ na nastgpujacych celach badawczych:
i) Synteza poliamin o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych o mechanizmie
dziatania odmiennym niz dla klasycznie stosowanych antybiotykow:
a) polioksazyny i polioksazoliny jako prekursory politrimetylenoimin i polietylenoimin,
b) N-metylowane i N,N-dimetylowane pochodne homopolimeréw,
¢) gradientowe kopolimery oksazynowo-oksazolinowe jako prekursory kopolimerow
trimetylenoiminowo-etylenoiminowych,
d) zhydrolizowane polimery, w tym czg$ciowo;

ii) Weryfikacja aktywnosci biologicznej poszczegdlnych serii (ko)polimerow, w szczegoblnosci
wskazanie struktur o silnym dziataniu przeciwbakteryjnym, niskiej toksycznosci wobec organizmow
eukariotycznych i obnizonej antybiotykoodpornosci w oparciu o korelacje z ich parametrami
strukturalnymi.



Dyskusje¢ wynikéw Doktorantka rozpoczgta od omdwienia syntezy monomeréw 2-n-propylo-
2-oksazyny (1) i 2-metylo-2-oksazyny (2), podczas gdy trzeci uzyty monomer 2-metylo-2-oksazolina
(3) byt dostgpny handlowo. Powyzej wymienione monomery poddano polimeryzacji CROP uzyskujac
seri¢ odpowiadajacych im polimeréw (seria 1: 7 polimer6éw; seria 2: 1 polimer; seria 3: 2 polimery). W
analogicznej procedurze otrzymano kopolimery 2-n-propylo-2-oksazyny i 2-metylo-2-oksazoliny o
zréznicowanym sktadzie (25/75, 50/50, 75/25) przy prawie -catkowitym przereagowaniu
komonomeréw, dla ktérych wyznaczone metoda Kelena-Tudosa wzgledne wspotczynniki
reaktywnosci wskazywaly na zdecydowanie wigksza reaktywno$¢ monomeru oksazynowego i
strukture gradientowg kopolimeru. Jednoczesnie oznaczato to bardzo szybka kopropagacje aktywnego
fancucha zakonczonego jednostka oksazolinowa z monomerem oksazynowym i bardzo wolng
kopropagacj¢ aktywnego tancucha zakonczonego jednostka oksazynowg z monomerem
oksazolinowym, podczas gdy homopolimeryzacja oksazoliny nastepowala z wieksza szybkoscig niz
homopolimeryzacja oksazyny, co potwierdzono wyznaczonymi warto$ciami statych szybkosci
propapacji. Nastgpnie w wyniku reakcji hydrolizy kwasowej wykonanej w reaktorze mikrofalowym w
140°C uzyskano odpowiednio politrimetylenoiminy zawierajace tacznik alkilowy z 3 at.C (6
polimeréw: 0,8k-18kDa) i polietylenoiming z krétszym tacznikiem alkilowym 2 at.C (polimer 4kDa)
oraz ich kopolimery gradientowe (3 polimery ~8kDa), dla ktérych réznice w zasadowosci okreslono
na podstawie krzywych miareczkowania chlorowodorkéw poliamin. Ponadto, przeprowadzone badania
kinetyczne hydrolizy w nizszej temperaturze (30°C, 50°C, 70°C i 90°C) umozliwity monitorowanie
postepu reakcji i wyznaczenie pozornych statych szybkosci, ktore wskazaty na szybsza hydrolize grup
oksazolinowych niz oksazynowych, podczas gdy te ostatnie hydrolizowaty szybciej w homopolimerze
niz w kopolimerze. Ponadto, w wyniku czgsciowej hydrolizy otrzymano seri¢ kopolimerow, ktdre
zawieraly dwa lub cztery rodzaje jednostek powtarzalnych, gdy wyjsciowym byt odpowiednio
homopolimer lub kopolimer, osiggajac pozadane sktady. Dodatkowo, w przypadku homopolimerow
przeprowadzono N-metylowanie, a nastgpnie N,N-dimetylowanie, aby uzyskaé okres$lony stopien
czwartorzgdowania wprowadzajac trwaly ladunek dodatni (2 homopolimery i 4 kopolimery o
zawartosci jednostek jonowych 10% i 20%). Zsyntezowane zwigzki zostaly scharakteryzowane
podstawowymi metodami fizykochemicznymi opierajac si¢ na analizie metodg chromatografii gazowe;j
i zelowej (wyznaczenie konwersji monomeru i $rednich cigzaréw czasteczkowych oraz wskaznika
dyspersyjnosci polimeréw), jak i spektroskopii NMR (potwierdzenie struktury, okreslenie
podstawowych parametrow).

Bardziej zaawansowana charakterystyka otrzymanych polimeréw byta ukierunkowana na
badanie aktywnosci biologicznej, gdzie wyznaczono minimalne st¢zenie hamujagce (MIC), stezenie
hemolityczne wskazujace na liz¢ 50% czerwonych krwinek (HC50) i stezenie hamujace aktywnosé
metaboliczng komoérek o 50% (IC50) dla modelowych szczepow bakterii Escherichia coli (Gram-
ujemna), Staphylococcus aureus (Gram-dodatnia), Mycobacterium tuberculosis (pratek gruzlicy) i
grzyba Candida albicans, jak i dla izolatoréw klinicznych szczepdéw patogennych z grupy ESKAPE
stanowigcych zagrozenie medyczne ze wzgledu na ich oporno$¢ na powszechnie stosowane antybiotyki
(po 4 szczepy: M. tuberculosis, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, oraz po 1 szczepie: E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Enterococcus faecium) oraz linii komodrek
fibroblastow ludzkich ptuc (MRC-5). Badania te Doktorantka wykonata we wspotpracy z Katedrg
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Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykéw (Politechnika Warszawska, Wydziat Chemiczny)
oraz z Instytutem Gruzlicy i Chordb Pluc. Badania potwierdzity, ze politrimetylenoimina jest skuteczna
wobec antybiotykoopornych szczepOw S. aureus oraz jest bardziej aktywna od polietylenoiminy wobec
modelowych szczepéw, ale w przypadku szczepéw grzyba i pratka gruzlicy aktywno$¢ ta jest
umiarkowana lub nie wystepuje. Ponadto, aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa politrimetylenoimin
>3kDa znaczaco wzrosta osiagajac staly poziom. Natomiast aktywno$¢ ta wraz z cytotoksycznoscia
zostala obnizona przez N-metylowanie i N N-dimetylowanie. W przypadku kopolimerow
gradientowych aktywno$¢ wzrastala wraz z zawartoscia jednostek trimetylenoiminowych, co wigzato
sig ze wzrostem zasadowosci oraz korelowato z wynikami otrzymanymi dla blend ich homopolimeréw
mieszanych w proporcjach odpowiadajacych sktadom kopolimeréw. Z kolei struktury otrzymane w
wyniku hydrolizy wykazaty wzrost aktywnosci wraz z zawartoécia grup aminowych, podczas gdy
obecnos¢ grup amidowych powodowata obnizenie cytotoksycznoéci. Na tym etapie badan stwierdzono,
ze otrzymane poliaminy wymagaja poprawy selektywnosci, aby mogly by¢ stosowane
wewnatrzustrojowo. Jednakze uzyskane wyniki sa obiecujace ze wzgledu na wstepnie wykazany
odmienny mechanizm dziatania w odniesieniu do konwencjonalnych antybiotykéw i mozliwos¢
pominiecia efektu opornosci bakterii. W zwiazku z tym warto byloby, aby w przysztosci badania byty
kontynuowane bazujac na uzyskanej wiedzy.

Obszerna zagadnieniowo praca o charakterze interdyscyplinarnym wymagata réznorodnej
wiedzy i umiejetnoéci od Doktorantki, aby wykona¢ syntezy monomeréw i polimeréw oraz
odpowiednie ich modyfikacje, a nastepnie okresli¢ wasciwosci biologiczne, ktére byty weryfikowane
z uzyciem testu XTT i MTT. Jednoczesnie badania te odnosity si¢ do zagadnien z zakresu chemii,
fizykochemii i biochemii polimeréw oraz szczegdtowej charakterystyki biologicznej materiatow
polimerowych.

Sposob przedstawienia badan i interpretacja wynikow nie budza zastrzezefi merytorycznych,
chociaz niektére zagadnienia wymagaja uzupetnienia lub wyjasnienia:
1) Dlaczego zastosowanie wielkoczasteczkowych zwiazkow o whasciwosciach antybiotycznych
ma by¢ bardziej efektywne od terapii zwiazkami matoczasteczkowymi, ktore moga by¢ kojarzone, aby
zwiekszy¢ efekt terapeutyczny?

2) W jaki inny sposéb niz na zasadzie zréznicowanej reaktywnosci komonomeréw mozna
otrzyma¢ gradientowa strukture kopolimeru?

3) W przypadku otrzymanych polimeréw oksazynowych i oksazolinowych oraz kopolimerow
gradientowych nie wykonano pomiaréw SEC. Ponadto, z czego wynika tak duza rozbieznos¢ cigzarow
czasteczkowych M, ktore dla metylowanych pochodnych sa dwukrotnie mniejsze niz dla ich
prekursoréw (PTMI_7k: 6,7kDa vs 3,6kDa, tabela 2 vs tabela 7).

4) stosowane nazewnictwo kopolimeréw jest niepoprawne, np. ,.kopolimery gradientowe poli-2-
metylo-2-oksazoliny i poli-2-fenylo-2-oksazoliny”, ,.kopolimery zawierajace PEI r.u..” podobnie
PPrOzi-co-PMeOx, L-PTMI-co-L-PEI (to samo dotyczy metylowanych i hydrolizowanych
pochodnych). Przypomina to co§ w rodzaju hybrydy kopolimeru blokowego ze wzgledu na wskazane
segmenty i ogdlnego zapisu kopolimeru ze wzgledu na tacznik co, ale jest to niezgodne z
podstawowymi zasadami nomenklatury polimeréw. W zwigzku z tym jak poprawnie nalezy zapisa¢
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nazwy otrzymanych kopolimeréw? Odnoszac si¢ do zapisu polimetakrylan i poli(metakrylamid): kiedy
nalezy stosowa¢ nawiasy? Ktéra forma jest poprawna: PEG jako glikol polietylenowy str. 32 czy
poli(glikol etylenowy) str.60?

5) Jakie inne metody sa stosowane do wyznaczania wzglednych wspoélczynnikéw reaktywnosci
komonomerow?

6) Konwersje monomeru obliczano na podstawie analizy GC, ale mozna to takze sprawdzi¢ za
pomoca pomiaréw NMR mieszaniny reakcyjnej dla potwierdzenia wynikoéw otrzymanych inng metoda,
uzyskujac poréwnywalne wyniki. Czy taki wariant byt wziety pod uwage?

7) W jakim celu sa stosowane 3 rézne okre$lenia dla jednego parametru, tj. jednostki powtarzalne
i skrot r.u. od repeating units, podczas gdy to samo definiuje stopien polimeryzacji DP? Podobnie sg
stosowane wymiennie: ciezar czasteczkowy, masa czasteczkowa i MW, czy tez SEC i GPC.

Autorka nie unikne¢ta takze bledéw dotyczacych skrétow myslowych (np. diugosé polimeru;
kowalencyjne przylqgczenie anionu, polimery z aminami), problemoéw ze stosowaniem skrotow
(najpierw skrét, a w dalszej czes$ci dopiero wyjasnienie, np. SMAMPs, MIC, za$ inne skroty sa
wielokrotnie wprowadzane, np. DQ str.40 i 46, i ttumaczone, np. MIC str. 72, a niektore wcale, np.
MeOTs, DMF, ACN), niewtasciwie wprowadzonych do tekstu rysunkéw (brak zachowanej kolejnosci
wg rosnacych numerdw, np. rys. 7, rys. 6, rys. 10 i rys.19, rys.18, nie zawsze we wlasciwym miejscu
zdania, np. rys. 7g, 10c, 10e, lub wcale nie sa wprowadzone, np. rys. 9, 11, 15, 23), niefortunnego
tlumaczenia z jez. angielskiego (np. stromy gradient zamiast silny gradient) i bledow przypadkowych
(np. MBC zamiast MIC str. 50; przeciwgrzybowe str. 19, pierwszorzgdowe grupy amoniowe) oraz warto
pamietaé, ze w j. polskim rysunek, tabela, etc. powinny by¢ pisane z malej litery.

W dorobku naukowym Doktorantki znajduja si¢ 4 artykuty opublikowane w czasopismach z
listy filadelfijskiej, w tym 2 zwigzane z tematyka pracy doktorskiej, w ktorych jest pierwszym autorem
(IF: 5,5 i 5,8, za 140 pkt, TOP10). Zgodnie z podana informacja kolejna publikacja jest w
przygotowaniu. Praca doktorska byta realizowana w ramach dwoch projektow NCN, SONATA BIS 5
(2016-2022) i OPUS 20 (2021-2025, w realizacji) kierowanych przez Promotora.

Podsumowujac, przedstawiong do recenzji prace doktorska oceniam bardzo dobrze, Autorka
otrzymala rézne rodzaje polimeréw aminowych, w tym kopolimeréw gradientowych, a nastepnie
wykazata wplyw ich struktury na podstawowe parametry biologiczne wstepnie wskazujac ich duzy
potencjat jako przysztosciowe materiaty funkcjonalne o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych.
Recenzowana praca spehia kryterium nowosci naukowej, o czym $wiadcza artykuly opublikowane w
czasopismach o duzym wskazniku oddziatywania. Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska
spetnia wymagania okre$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U. 2023 poz. 742 z pdzn. zm.) i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne na
Politechnice Warszawskiej o dopuszczenie mgr inz. Julii Pachli do dalszych etapéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora.




