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Synthesis of Molecularly Imprinted Polymers — catalytic properties of obtained
materials
(PL: Polimery z odciskiem molekularnym — wlasciwosci katalityczne otrzymanych

ukladow)

Przedstawiona do recenzji praca doktorska sklada sie z trzech niezaleznych
rozdzialow, ktore taczy katalityczny potencjat otrzymanych materiatéw. Obejmuje 12 sekcji o
réznej objetosci przedstawionych na 183 stronach. Doktorantka zdecydowala sie na uktad
pracy, w ktorym dyskusja wynikdw poprzedzona jest opisem eksperymentéw dla wszystkich
trzech czesci pracy. Chociaz taki sposob jest preferowany w wielu czasopismach naukowych,
w pracy doktorskiej obejmujacej tak zréznicowane badania (a jednocze$nie operujgcej tymi
samymi substancjami), zmusza czytajacego do wielokrotnego powracania do wybranych
sekcji 1 podsekcji, aby wlasciwie oceni¢ cel, metodologie i zakres przeprowadzonych badan.
Rozdzialy r6znig si¢ zakresem dyskusji. Zwlaszcza sekcja 9.3. HRP-imprinted particles jest
ujeta bardzo schematycznie w poréwnaniu z sekcjg 9.2. HRP-bioimprinting — results. Prace
rozpoczyna Abstract, natomiast cel pracy podany jest dopiero na stronie 47 (Sekcja 6. Aim of
the project) juz po przegladzie pismiennictwa (Sekcja 5. Literature review). Taki uktad jest
akceptowalny, ale podanie celu pracy na poczatku dysertacji pozwala lepiej oceni¢ zawarto$¢
czeSci literaturowe] juz podczas pierwszego czytania. Praca jest napisana w jezyku
angielskim, wigc uwazam, ze powinna zawiera¢ abstrakt w jezyku polskim (przez analogie do
koniecznodci umieszczania abstraktu w jezyku angielskim w pracach pisanych w jezyku
polskim). Tematyka dysertacji byla juz eksplorowana przez rézne osrodki badawcze, a
peroksydaza chrzanowa jest czesto stosowana jako modelowy enzym w oznaczenia

ilosciowych okreslonych ligandow. Niemniej doktorat zawiera szereg analiz bedgcych
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podstawa do dalszego rozwoju syntezy materiatow imprintowanych dedykowanych do
wspomagania reakcji katalitycznych.

Cze$¢ wstepng rozpoczyna opis podstawowych wiadomosci o reakcjach
enzymatycznych, enzymach, roli jondw metali w przebiegu proceséw biologicznych i
wlasciwosciach peroksydazy chrzanowej — obiektu badan Doktorantki. Mam zastrzezenia do
uzywania okreslenia ,.energy” dla funkcji G, poniewaz poprawnym terminem powinna by¢
‘free enthalpy’ entalpia swobodna lub potencjal termodynamiczny (dawniej). Niezreczny tez
wydaje si¢ zapis reakcji na stronie 15, w ktorym zastosowano symbol ° <«—»° zamiast
standardowo stosowanego znaku réwnowagi reakcji. Nastepna Sekcja 5.2 zawiera zbidr
informacji ogdlnych o powstawaniu $ladu molekularnego i wptywie na ten proces wielu
czynnikow z uwzglednieniem mozliwosci tworzenia analogéw metaloenzyméw technikg
imprintacji jako usieciowanych polimeréw zawierajagcych odpowiednio przestrzennie
rozmieszczone wybrane grupy funkcyjne. Wstep konczy przedstawienie mozliwosci
imprintacji biomolekul. W kolejnej czesci Doktorantka przedstawita cel projektu (Sekcja 6),
ktéry wedtug mnie powinien jednak zawiera¢ informacje jakie problemy chciataby rozwigzac
i dlaczego sg istotne. Ponadto Doktorantka powinna krétko uzasadni¢, dlaczego wybrata
okreslone substancje i metody. Dziwne wydaje si¢ uzycie terminu hydrozele w stosunku do
badanych polimeréw.

Nastepnie Doktorantka podaje szczegoty prac eksperymentalnych. W swojej recengji
ustosunkuje si¢ kolejno do odrgbnych badan sktadajacych si¢ na prace doktorska.
Otrzymywanie i analiza wlasciwoS$ci materialow o potencjale metaloenzyméw

Ciekawa problematyka, ktéra juz od pewnego czasu jest rozwijana w grupie
wroctawskiej. Badania zaplanowane prawidlowo. Niemniej podczas oceny materiatu
napotkalam trudnosci w rozszyfrowaniu wielu istotnych szczegdétow. Przepisy preparatywne
sg tak niedoktadne, ze trudno jest stwierdzi¢ jakie typy ukladéw byly syntezowane. Uzyte
skroty na oznaczenie polimeréw nie sg podane w spisie skrotéw. Prosze jeszcze raz
przeczyta¢ informacje na stronach 54 i 55, i sprawdzi¢ czy tatwo mozna si¢ zorientowa¢ w
skladzie faz i sposobie syntezy réznych typow polimeréw powierzchniowych? Wyjasnienie
skrotu polimeru KP pojawia si¢ na stronie 106 w podpisie pod rysunkiem, chociaz sam skrot
pojawia si¢ wczesniej i jest waznym elementem dyskusji wynikéw. Czy tatwo mozna
wydedukowac jak otrzymywane byty polimery CP1 i CP2 w $wietle informacji na stronie 55,
90 i tytutach kolumn w Tabeli 15? Czy skroty KO - w/o lub KPS w/o lub KPS — SMn(II) (i
analogiczne z Sekcji 9.4.1) nie powinny by¢ dodatkowo objasnione? Naprawde trudno jest si¢

zorientowac jakie uktady sg badane!



Duzym walorem pracy jest proba okreslenia skladu polimerow poprzez analize
6becnos’ci atomow azotu, poniewaz wielu badaczy zaktada a priori, ze ilosci poszczegdlnych
substancji w produkcie odpowiadaja sktadowi mieszaniny reakcyjnej. Natomiast problemem
jest uzywanie okreslenia grupy aminowe wraz z symbolem NH», poniewaz substraty nie
zawieraja grup aminowych, a atomy azotu wystepuja w akrylonitrylu i 4-winylopirydynie.
Doktorantka zauwazyla, ze ilo$¢ atomdw azotu w polimerze jest nizsza niz w mieszaninie
przedreakcyjnej. Jako wyjasnienie zaproponowata polimeryzacj¢ anionowsg akrylonitrylu i
usunigcie jej produktu w trakcie przemywania ziaren polimeru. Nie sadze, aby w
przedstawionym procesie syntezy istnialy warunki do polimeryzacji anionowej. Prosze o
komentarz. W dyskusji wynikow niektore parametry sg przedstawione dla wszystkich
uktadéow, a niektére tylko dla wybranych, nawet wtedy, gdy pelne dane sg istotne dla
przebiegu dyskusji (Rysunki 27-32, Rysunki 35-42 itd). Czy wszystkie polimery i jony metali
byly analizowane jednakowo? Jezeli nie, to dlaczego? Réwniez widmo IR jest przedstawione
tylko dla jednego ukladu. Moze celowe byloby zamieszczenie aneksu z pelng dokumentacja
wynikow pomiardw? Uwazam tez, ze Doktorantka powinna poda¢ odnosnik do wiasnej
publikacji w Adv. in Mat. Sci. & Eng. ID 464265, 1-9 (2013) Hindawi PC, dotyczacej
omawianych w dysertacji badan. Fragmenty dyskusji umieszczone sg w niewlasciwych
miejscach. Na przyklad podsumowujgcy wniosek na stronie 109 powinien byé podany na
konicu rozwazan o wlasciwos$ciach katalitycznych stworzonych uktadéw. Wnioski dotyczace
jondw manganu nie sa dobrze udokumentowane albo oznaczenia polimeréw nad i pod
Rysunkami 52 i 53 sa mylace. Zaproponowany przebieg reakcji utleniania hydrochinonu
(Rysunek 51) powinien by¢ udokumentowany (widma NMR?). Chociaz hydroksylowanie
1,4-benzochinonu jest mozliwe, nalezaloby potwierdzi¢ czy rzeczywiscie ma miejsce w
badanym ukladzie. Dlaczego nie rozwazano mozliwosci powstawania innych produktéw
posrednich (pochodna monohydroksylowa, semibenzochinon)? Rowniez informacja o
dimerach, trimerach produktu i naktadajgcych si¢ pikach reagentow nie jest udokumentowana
(widma UV-VIS, struktura produktéow, piSmiennictwo), a poniewaz stanowi probe
wyjasnienia nietypowych zmian stezen podczas reakcji, jej brak utrudnia oceng tej czesci
dyskusji wynikéw. Wykresy na Rysunkach 58-60 i dalszych sg opisane jako Linqg [%]=f(t).
Czy na pewno opis osi rze¢dnych jest prawidtowy? Czy terminy selektywnos$¢ produktu (Sq) i
selektywno$¢ reakcji (Sm2q) sa tozsame? (Niespojno$¢ z definicjami i oznaczeniami na
stronach 64 1 65.) Wzor na wartos¢ Sq (Sq= Crq,¢/CH2qt) W mianowniku zawiera liczbe, ktorej
warto$¢ dazy do zera, a wigc w konsekwencji Sq dazy do nieskonczonosci. Czy nie zaszia

pomylka we wzorze?



Podsumowujac ta czg$¢ dysertacji musze podkreslic walory interesujgcej
problematyki, calo$ciowos$¢ zaplanowanych analiz i ciekawe wyniki, ktore jednak wymagaja
jeszcze dodatkowych badan w celu wyjasnienia wartoSci wszystkich zmierzonych
parametrow.

Bioimprintacja peroksydazy chrzanowej (HRP)

Ta czes$¢ dysertacji prezentuje nowatorskie podejscie do tworzenia miejsc wigzacych
w enzymach poprzez sieciowanie bialek w obecnosci wzorca zwigzanego ze szklanym
podtozem. Jednym z potencjalnych zastosowan produktow bioimprintacji sa testy typu ELISA
umozliwiajagce oznaczanie wybranych analitow. Wzorcami sg zwigzki, ktére nie sg
substratami enzymu, a koncowy produkt nie traci wlasciwosci enzymatycznych zyskujac
mozliwo$¢ rozpoznania wzorca. Modelowym enzymem jest peroksydaza chrzanowa HRP
zawierajagca grupy aminowe lizyny, wzorcami wankomycyna i amplicylina, a czynnikiem
sieciujagcym pentano-1,5-dial (aldehyd glutarowy). Sadze, ze Doktorantka powinna zamiescic¢
odnos$nik do opublikowanej wiasnej pracy (Nanoscale 8, 11060-11066, 2016), w ktorej
przedstawiono czg$¢ wynikdw. W celu pracy Doktorantka podaje, ze wzorcami byty 3
czasteczki wankomycyna, ampicylina i teikoplanina (strona 47), co nie jest zgodne z trescig
pracy, poniewaz teikoplanina nie byta imprintowana.

W calej pracy rozdzialy sg podzielone sg na zbyt wiele podsekcji. Przyktady: 8.2
Crosslinking of HRP; 8.2.1 Crosslinking procedure; 8.2.2.3 Crosslinking procedure; 8.2.1.3.1
Optimisation of crosslinking method; 8.3.1.3.1.1 Calibration curve and washing step —
temperature and pH changes; 8.2.4.1.1.4 Washing steps; itd). Tytuly podsekcji sg mylace, a
oznaczenia skr6tow nazw polimeréw nie sg wyjasnione przy pierwszym uzyciu oraz sg inne
niz uzyte w dyskusji wynikoéw (chociaz mozna domysli¢ si¢ ich znaczenia: #HRP, CL-HRP).
Chociaz niewatpliwie ta cze$¢ dokumentuje ogrom wykonanej pracy, czyta sie¢ ja trudno,
poniewaz powody wybordw konkretnych dziatan (parametréw) i substancji nie zawsze sg
jasne. W podseke;ji 8.2.1.3.1.2 Crosslinking reagent podana jest informacja o syntezie 2 typow
polimeréw usieciowanych: jednego z zastosowaniem aldehydu glutarowego, a drugiego z
zastosowaniem epichlorohydryny. W dalszych czesciach dysertacji nie pojawia si¢ informacja
o drugim polimerze. Niestety w czesci obejmujacej wyniki i dyskusje ponownie pojawiaja si¢
szczegotowe opisy eksperymentdw wraz z liniami kalibracyjnymi, tabelami. Chociaz
dokumentujg zmudng pracg laboratoryjng i potwierdzaja konieczno$¢ optymalizacji kazdego
etapu procedur syntetycznych i analitycznych, nie ulatwiajg recenzowania i stawiajg pod

znakiem zapytania przejrzysto§¢ wybranej konstrukcji pracy.



Kilka uwag krytycznych dotyczacych niekonsekwencji opiséw wynikow i
przedstawionych wykresow. W sekcji 9.2.2 na stronach 125-126 rozwazany jest wplyw
temperatury na aktywnos$¢ imprintowanego HRP po 24 h, 7 i 14 dniach natomiast w tekst
wpleciona jest informacja o aktywnos$ci po 48 i 72 h. W sekcji 9.2.3.4.1 rOwniez niejasny opis
aktywnosci HRP z wolng i zwigzang z podtozem wankomycyng oraz nagle dolgczong
informacjg o dzialaniu ultradzwiekéw na biopolimer. Rysunki 87 i 88 rowniez sprawiajg
problem w polaczeniu z tekstem. Sadze, ze opis wszystkich wykonanych eksperymentéw nie
jest konieczny — mozna dokona¢ krytycznego wyboru i usystematyzowaé wyniki, a wtedy
zyskuja na przejrzystosci i publikacje i doktoraty. Wyczerpujacy opis opracowania procedury
analitycznej i badania biopolimeru dotyczy biopolimeru sieciowanego w obecnosci
wankomycyny. Natomiast brak jest informacji czy wszystkie badania powtorzono dla
polimeru imprintowanego amplicyling? A moze wszystkie procedury zoptymalizowane dla
jednego analitu przeprowadzono dla innych juz bez zmian? Mam wrazenie, ze wickszo$¢
badan wykonano dla HRP usieciowanego w obecnosci wankomycyny, natomiast pomijanie
tego w tytutach sekcji i w tekscie jest nieprawidlowe w swietle informacji w abstrakcie i celu
pracy, ktoére moga sugerowac, ze pelne badania wykonano dla obu biopolimeréw. Dyskusja w
sekcji 9.2.3.4.3 nie jest jasna do konca, ale jasne jest, ze usieciowaniec HRP w obecnosci
réznych molekul wzorcowych prowadzi do biopolimeréow o wiekszej aktywnosci wobec tych
molekut. Czy legenda do Rysunku 95 jest prawidtowa? Niestaranno$¢ opracowania legend do
wielu rysunkéw, a nastepnie uzywanie innych terminéw w dyskusji sprawia duze trudnosci w
sledzeniu dyskus;ji.

Cennym elementem pracy sg badania struktury warstw na mikroptytkach, na podtozu
statym i nanoczasteczek polimerowych. Zamieszczenie Rysunkow 97, 98 oraz 104 i 105 nie
wydaje si¢ celowe, a liczbowe dane z nich wynikajgce juz sg podane w tabelach. Biad
edytorski na stronie 155 znieksztalca poprawno$¢ rozumowania dotyczacego wplywu
ultradzwigkow na agregacje¢ nanoczasteczek. Niestety praca doktorska zawiera wiele btedow
edytorskich: brak odwotan do wszystkich zamieszczonych rysunkdéw, wolne miejsca, inne
skroty uzyte w tekscie i tabelach, ktére utrudniajg $ledzenie drogi rozumowania i powodow
podejmowania decyzji badawczych. Do podsekcji 9.2.7 (na stronie 164) opracowujacej dane
termodynamiczne, wkradly sie niescistosci. Sadze, ze wlasciwiej byloby operowaé terminem
rownanie (izobara) van’t Hoffa, ktére pozwala wyznaczy¢ statlg rownowagi reakcji w danej
temperaturze, jezeli znamy statag rownowagi w innej (przy zatozeniu statosci entalpii reakcji w
tym zakresie temperatury). A moze jednak nalezalo rozwazaé izoterme van’t Hoffa, ktdra

wigze entalpi¢ swobodna AG ze stala rownowagi reakcji w danej temperaturze? Wtedy
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pominiecie wplywu entropii (i wykorzystanie tylko zmian entalpii) dobrze tlumaczytoby
roznice eksperymentalne.

Podsumowujac, ta czes¢ pracy udowadnia ogromny potencjal techniki imprintacji,
ktéra moze rozwigza¢ wiele problemow analizy medycznej. Jednoczes$nie pokazuje jak wiele
czynnikow musi by¢é wziete pod uwage, aby sprosta¢é oznaczeniom uzytecznym
terapeutycznie.

Nanoczasteczki polimeru imprintowanego peroksydaza chrzanowg

Ta cze$¢ pracy jest potraktowana bardzo skrotowo, chociaz pokazuje bardzo
interesujace zastosowanie polimeréw imprintowanych jako chaperonéw — ‘biatek
opiekunczych’, ktére utrwalaja wlasciwe faldowanie biatek umozliwiajac im zachowanie
aktywnos$ci enzymatycznej. Zbadano rozmiary i agregacje czasteczek polimerowych oraz
sprawdzono czy nanoczasteczki moga stabilizowaé¢ aktywno$¢ HRP podczas testow z
wykorzystaniem substratu 3,3°5,5°- tetrametylobenzydyny. Poréwnano aktywnos¢ HRP w
réznej temperaturze i przy réznym stezeniu nanoczastek. Szkoda, ze nie zinterpretowano
spadku aktywnosci HRP przy najwyzszym stezeniu nanoczastek.

Podsumowujac, ta cze$¢ jest ‘rozpoznaniem bojem’ nowej tematyki, a otrzymane

wyniki sg bardzo obiecujace.

Whioski koncowe

Ze wzgledu na istotno$¢ otrzymanych wynikoéw: opracowanie materiatow
drukowanych molekularnie opartych na biopolimerach i symulujgcych dziatanie
biokatalizatorow, badanie ich struktury i wilasciwosci oraz szczegdlowe zoptymalizowanie
procedur analitycznych uwazam, ze przedstawiona dysertacja jest opracowaniem oryginalnym
i spetnia wymagania Art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65/2003 poz. 595
z pdzniejszymi zmianami) i przedktadam Radzie Wydzialu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie Pani mgr Joanny Czulak do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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