Politechnika to6dzka

Instytut Technologii Polimeréw i Barwnikéw

L6dzZ, 19 sierpnia 2024

prof. dr hab. inz. Joanna Pietrasik
Politechnika *.odzka
Wydziat Chemiczny

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Julity Pachli
pt. Liniowe poliaminy o silnych wlasciwosciach przeciwbakteryjnych: synteza,
charakteryzacja i badanie zaleznos$ci miedzy struktura a aktywnoscig biologiczng

Promotor: prof. dr hab. inz. Dominik Janczewski

Polimery wykazujace wlasciwosci antybakteryjne to materialy zdolne do
hamowania wzrostu bakterii lub ich eliminowania. Moze to wynika¢ ze struktury
chemicznej polimeréw, badz tez z ich funkcjonalizacji, na przyktad przez dodanie
srodkéw antybakteryjnych. Polimery o wiasciwosciach antybakteryjnych odgrywaja
kluczowa role w wielu dziedzinach, bowiem znajdujg zastosowanie miedzy innymi w
urzadzeniach medycznych, w materiatach opakowaniowych, tekstyliach czy réznego
typu powtokach.

Sposréd polimerow, ktére wiasciwosci antybakteryjne zawdzigczajg swojej
strukturze wymieni¢ nalezy przede wszystkim poliaminy, kationowe polimery akrylowe,
czy chitozan. Dzialaja one poprzez rézne mechanizmy, ktére migdzy innymi moga
przyczynia¢ si¢ do destabilizacji blony komoérkowej, zaktocenia kluczowych procesow
metabolicznych w komérkach bakteryjnych, mogg tez bezposrednio oddziatywaé ze
sktadnikami $ciany komdrkowej bakterii czy tez wigzaé si¢ z DNA lub RNA bakterii,
prowadzac tym samym do jej oslabienia i ostatecznego rozktadu. W konsekwencji
polimery takie sg zdolne do zabijania bakterii lub hamowania ich wzrostu. Nalezy
nadmieni¢, iz kazdy z tych mechanizméw moze dziata¢ samodzielnie lub w polgczeniu z
innymi, co czyni takie polimery wszechstronnym narzedziem w walce z zakazeniami
bakteryjnymi, a takze przydatnymi w réznych zastosowaniach przemystowych i
medycznych.

Niewatpliwie rozwdj i zastosowanie polimerdw antybakteryjnych jest waznym
krokiem w kierunku innowacji technologicznych, ktéry pozwala na tworzenie nowych,
bardziej funkcjonalnych materiatow, odpowiadajgcych na wspotczesne wyzwania, takie
jak ochrona zdrowia czy $rodowiska.

W tym kontekscie przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr inz. Julity Pachli,
pt. ,Liniowe poliaminy o silnych wlasciwosciach przeciwbakteryjnych: synteza,
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charakteryzacja i badanie zaleznosci migdzy strukturg a aktywno$cig biologiczng”,
wpisuje sie w aktualne trendy badan dotyczacych syntezy i wlasciwosci polimerow
funkcjonalnych. Celem pracy bylo otrzymanie biblioteki zwigzkéw opartych na
liniowych poliaminach, ich weryfikacja pod katem aktywnosci biologicznej, majgc na
uwadze potrzebe generowania struktur o silnym dzialaniu przeciwbakteryjnym, przy
jednoczesnej niskiej toksyczno$ci wobec organizméw eukariotycznych. Przedstawione
badania sg o tyle istotne, iz otrzymane polimery nie tylko wykazuja wlasciwosci
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybiczne, ale mechanizm ich dziatania jest odmienny od
klasycznie stosowanych antybiotykow. Zatem nalezy sadzi¢, ze materialy te mogg
przyczyni¢ si¢ do pomniejszenia skali oporno$ei mikroorganizméw na antybiotyki.

Recenzowana praca liczy 182 strony. Uklad dysertacji jest tradycyjny. Na
poczatku rozprawy autorka zamieScila streszczenie odpowiednio w jezyku polskim i
angielskim, wykaz stosowanych skrétéw i symboli, spis tresci, oraz wstep i cel pracy, po
ktérych nastepuje przeglad literatury, dalej badania wihasne i dyskusja wynikéw,
obejmujaca pieé zasadniczych rozdzialow noszacych nastgpujace tytuly: a. Liniowa
politrimetylenoimina (L-PTMI); b. Wplyw N-metylowania i N,N-dimetylowania na
aktywnosé biologiczng L-PTMI i L-PEI; c. Kopolimery gradientowe L-PTMI i L-PEI d.
Badania nad szybkoscig hydrolizy kopolimeru PPrOzisps-co-PMeOxso%, €. Kopolimery
ofrzymane w wyniku czesciowej hydrolizy polioksazyn i poliokazolin. W kolejnych
sekcjach autorka zawarta podsumowanie i wnioski oraz czg$§¢ doswiadczalng, ktora
odnosita sie do stosowanych materialow, organizméw, aparatury, jak réwniez
stosowanych  procedur  syntezy, prowadzonych badan oraz  oznaczen
wyselekcjonowanych parametréw, cato$¢ rozprawy konczy rozdzial zatytulowany
Bibliografia. Dodatkowo rozprawa zawiera zalaczniki oraz wykaz artykuldéw
naukowych, w tym bedgcych podstawa recenzowanej rozprawy doktorskie;j.

Czeé¢ literaturowa zawarta na 46 stronach to spdjny i przemyslany tekst. Ta czgs¢
rozpoczyna sie od zapoznania czytelnika z takimi pojeciami jak peptydy
przeciwdrobnoustrojowe, (AMPs) oraz syntetyczne polimery nasladujace peptydy
przeciwdrobnoustrojowe, SMAMPs. W tej czegsci odnajdziemy takze przykladowe
struktury polimeréw przeciwdrobnoustrojowych. Kolejny rozdzial poswigcono
czynnikom wplywajacym na aktywnos$¢ biologicznag polimeréw
przeciwdrobnoustrojowych. W tym kontekscie omoéwiono znaczenie réwnowagi
hydrofilowo-lipofilowej, dtugodci tgcznika hydrofobowego, rodzaju grup kationowych
oraz sztywnosci tancucha i masy czgsteczkowej. Majac na uwadze metody syntezy
omawianych polimeréw osobny rozdzial poswiecono kopolimeryzacji, ktora jest
stosunkowo latwym narzedziem umozliwiajacych otrzymanie szerokiej gamy
kopolimeréw o wlasciwosci odmiennych anizeli odpowiadajace im homopolimery. Dalej
przedstawiono poli(cykliczne iminoetery), rozwazajac polimeryzacje cyklicznych
iminoeteréw, polioksazoliny i polioksazyny oraz hydrolize poli(cyklicznych
iminoeterow). Ostatni rozdzial w tej czesci rozprawy to podsumowanie i przedstawienie
zalozen pracy.
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Przeglad literatury jest napisany w sposob przystepny i angazujagcy. Pani mgr inz.
Julita Pachla w interesujacy, a przede wszystkim konkretny sposéb wprowadza
czytelnika ~w  zagadnienia  dotyczace  polimeréw o  wilasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, przedstawiajgc i omawiajgc najistotniejsze parametry
molekularne tych polimerow. W swojej analizie zwraca rowniez uwage na
niejednoznaczno$ci w wynikach badan oraz na problemy, ktdre wcigz pozostajg
nierozwigzane. Ta cz¢$¢ rozprawy zdecydowanie spetnia swoje zadanie.

Kroétkie podsumowanie wskazuje na istniejaca luke w literaturze, ktorg zajeta sie
w swoich badaniach Pani mgr inz. Julita Pachla. Wybrana do badan liniowa
politrimetylenoimina nie byta jak dotagd badana pod katem jej dzialania
przeciwdrobnoustrojowego 1 niewatpliwie biorgc pod uwage jej liniowy analog,
polietylenoiming, stanowi bardzo obiecujgcy materiat.

Badania wlasne i dyskusja wynikow obejmuja pie¢ spdjnych rozdziatow.

W pierwszym z nich mgr inz. Julita Pachla opisata procedur¢ syntezy i
scharakteryzowala wlasciwosci liniowej politrimetylenoiminy (L-PTMI). W tym celu w
pierwszej kolejnosci zsyntetyzowata poli(2-n-propylo-2-oksazyny) o zr6znicowanej
masie czasteczkowej oraz poli(2-metylo-oksazoling), ktora postuzyta jako uktad
odniesienia. Jako metod¢ polimeryzacji wykorzystala polimeryzacje kationowg z
otwarciem pierscienia, ktorg prowadzita w reaktorze mikrofalowym. Zréznicowanie
czasu trwania polimeryzacji pozwolilo na uzyskanie polimeréw o zatozonych masach
czasteczkowych z zachowaniem odpowiednio niskiej dyspersyjnosci. Nastepnie
otrzymane polimery zostaly poddane reakcji hydrolizy w warunkach kwasowych, w
wyniku ktorej otrzymano 6 liniowych politrimetylenoimin o zréZznicowanych
wartosciach masy czasteczkowej] (MW) oraz liniowg polietylenoiming. Ciezary
czgsteczkowe zostaly oznaczane z wykorzystaniem chromatografii zelowej (SEC),
natomiast stopien konwersji monomeréw odpowiednio za pomocg chromatografii
gazowej (GC) oraz analizy spektroskopowej magnetycznego rezonansu jadrowego ('H
NMR). Tak otrzymane polimery zostaly scharakteryzowane pod katem ich aktywnosci
biologicznej, co pozwolito na okreslenie wpltywu masy czgsteczkowej na ich aktywnoscé.
Pani mgr inz. Julita Pachla okreslila takie parametry jak minimalne st¢zenie hamujace
(MIC), stezenie powodujace lizg 50% czerwonych krwinek w badanej prébee (HCsp),
stezenie hamujgce aktywnos$¢ metaboliczng komoérek ssaczych o 50% (ICso). Do badan
wybrano modelowe organizmy: E. coli (bakteria Gram-ujemna), S. aureus (bakteria
Gram-dodatnia); C. albicans (grzyb). Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej i
przeciwgrzybicznej zostaly réwniez wykonane dla wystepujacych naturalnie
oligomerycznych poliamin o istotnym znaczeniu biologicznym. Okazalo si¢, ze MW
odgrywa kluczowa role w aktywnosci biologicznej tych materiatdw, tzn. jest ona tym
wigksza im wyzsza MW. Obliczone wskazniki selektywnosci (ICso/MIC) rowniez
istotnie zalezg od tego parametru. Ogolnie stwierdzono, iz otrzymane polimery wykazuja
wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe, znacznie efektywniejsze w porownaniu z
naturalnie wystepujagcymi analogami poliamin. Natomiast oznaczona aktywnos¢
przeciwgrzybiczna dla wszystkich badanych polimeréw byta umiarkowana, co mgr inz.
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Julita Pachla przypisata réznej budowie $cian i blon komoérkowych badanych
mikroorganizméw. W testach aktywnosci wobec izolatow klinicznych mikroorganizmow
z grupy ESKAPE wykorzystane zostaly wybrane politrimetylenoiminy, L-PTMI 1.2k i
L-PTMI 7k.

W odniesieniu do tej czgsci rozprawy proszg o skomentowanie z jakich powodow
reakcje prowadzono w reaktorze mikrofalowym.

W kolejnej czesei pracy Pani mgr inz. Julita Pachla zajeta si¢ okresleniem wplywu
rzedowosci amin oraz obecnosci czwartorzedowych soli amoniowych na wlasciwosci
biologiczne liniowych poliamin. Do tego celu do badan stosowala dwa typy otrzymanych
uprzednio polimeréw, tj. L-PTMI 7k i L-PEI 4k, jako materialty odniesienia
wykorzystata niezmodyfikowane materialy. W celu otrzymania amin trzeciorzedowych
prowadzila reakcje N-metylowania, natomiast czwartorzgdowe grupy amoniowe
otrzymywata w reakcji z jodometanem. Otrzymane polimery scharakteryzowata z
wykorzystaniem analizy SEC oraz 'H NMR.

Niestety zar6wno metylowanie, jak i czgSciowe czwartorzgdowanie nie
przyczynilo si¢ poprawy wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Natomiast otrzymane
polimery wykazywaly znacznie mniejszg cytotoksyczno$é. Przeprowadzone modyfikacje
okazaly si¢ mie¢ zréznicowany wplyw na aktywno$¢ materiatlow w testach z udzialem
izolatoéw klinicznych.

Alternatywna modyfikacja badanych polimeréw polegalta na syntezie
kopolimeréw zawierajacych w swoim sktadzie jednostki PrOzi i MeOx. Hydroliza takich
polimeréw w warunkach kwasowych pozwolila otrzymacé kopolimery L-PTMI-co-PEI o
masach czasteczkowych w zakresie 7-9 kDa. Za wzgledu na wigksza reaktywnos¢ PrOzi
w stosunku do MeOx, otrzymane kopolimery mialy strukturg gradientows. Okazalo sig,
iz  otrzymane  kopolimery  charakteryzowaly si¢  addytywnym  efektem
przeciwbakteryjnym, wynikajagcym z udziatu poszczegolnych jednostek w tancuchu. W
przypadku cytotoksycznosei obecnosé jednostek L-PTMI powodowata spadek wartosci
ICso, przy czym nie zaobserwowano liniowej zaleznosci pomigdzy udziatem jednostek L~
PTMI a stopniem zmiany wartosci ICsg.

Dla tej grupy polimeréw (PPrOzisow-co-PMeOxs0%) Pani mgr inz. Julita Pachla
zbadata przebieg reakcji hydrolizy w srodowisku kwasnym w réznych temperaturach.
Analogiczne badanie wykonata réwniez dla homopolimeréw PPrOzi, PMeOx i poli(2-
metylo-2-oksazyny) (PMeOzi). Kinetyke procesu badata z wykorzystaniem analizy 'H
NMR. Wykazata, ze hydroliza jednostek PPrOzi zachodzi wolniej anizeli jednostek
PMEOx, zaréwno w przypadku homopolimerow, jak i kopolimerow.

W tym miejscy rozprawy nasuwa si¢ pytanie czy w przypadku kopolimerdw, dla
ktorych stopien hydrolizy byt mniejszy anizeli 100%, mozna wnioskowal, iz
rozmieszczenie grup aminowych wzdhiz pojedynczego tancucha jest gradientowe, majac
na uwadze gradientowg strukture badanych kopolimeréw?

Wyselekcjonowane z tej grupy kopolimery po ich czgsciowej hydrolizie i
scharakteryzowaniu za pomocg '"H NMR oraz SEC, Pani mgr inz. Julita Pachla poddata
badaniom aktywnos$ci biologicznej. Celem tej analizy bylo wyznaczenie progowej
wartodci liczby grup zhydrolizowanych, powyzej ktorej material wykazuje istotng
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aktywnosci przeciwdrobnoustrojows. Jednoczesnie waznym byto okreslenie zawartosci
jednostek PrOzi, niezbednych do zachowania odpowiednio niskiej cytotoksycznosci
materiatu. Dla wybranych uktadow testowych cel zostat osiggnigty, Pani mgr inz. Julita
Pachla wytypowala zawarto$¢ grup aminowych niezbednych do osiaggnigcia dobrych
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych przy jednoczesnie niskiej cytotoksycznosci.

Wobec powyzszego prosze o komentarz czy wyznaczone wartosci procentowe
odnoszace si¢ do zawartosci poszczegdlnych jednostek nalezy traktowaé jako wartosci
uniwersalne, niezalezne od cigzaru czgsteczkowego polimerow?

Dysertacje zamyka podsumowanie calej pracy, w ktérym Pani mgr inz. Julita
Pachla w sposob bardziej skondensowany odwotata si¢ do swoich najistotniejszych
osiggnieé. Nalezy podkreslié, iz opisane przez Panig mgr inz. Julite Pachle materiaty sa
nowatorskie, a uzyskane wyniki daja dobre podstawy do dalszego rozwoju tego typu
polimerow.

W mojej ocenie Pani mgr inz. Julita Pachla wykonata sumienng prace
eksperymentalna, ktora niewatpliwie ma charakter interdyscyplinarny. To wymagato od
niej doglebnej wiedzy z zakresu chemii, fizyko-chemii polimerdw, jak rdwniez biologii.
Uzyskane wyniki stawiajg przed czytelnikiem wiele interesujgcych pytan, ktore
niewatpliwie umozliwig dalszy rozwoj tego obszaru tematycznego.

W swoim dorobku Pani mgr inz. Julita Pachla ma 2 publikacje, ktére wchodzg w
sktad rozprawy, ktore ukazaty sie w czasopismach o duzym wspétczynniku IF; jest w
nich pierwszym autorem. Ponadto jest roéwniez wspolautorem 2 innych publikacji w
renomowanych czasopismach. Jest to bardzo dobry dorobek na tym etapie drogi
zawodowe;j.

Uznaje¢ zatem, iz przedstawiona praca w pelni spelnia wymagania stawiane
pracom doktorskim w Ustawie ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14 marca 2003 roku z péZniejszymi
zmianami i wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki

Warszawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Julity Pachli do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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