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WPROWADZENIE

Innowacyjne badania nad skutecznymi metodami walki z infekcjami bakteryjnymi sa
aktualnie podmiotem szeroko poj¢tych projektéw interdyscyplinarnych z zakresu nauk chemicznych,
farmaceutycznych i biomedycznych. Kreowanie nowych struktur chemicznych farmaceutykéw typu
antybiotykow — w $wietle lekoopornosci drobnoustrojéw - obejmuje aktualnie, oprécz wielorakich
strategii 0 znaczeniu biochemicznym/biotechnologicznym, takze projektowanie nowych produktow
bioaktywnych o strukturze amfipatycznej, w tym najczgsciej ich zlozonych struktur zaburzajacych
integralno$¢ blony komoérkowej. Potrzeba zrozumienia zaleznosci pomiedzy ich budowa a
zachowaniem si¢ na granicach faz i ich najkorzystniejszymi wlasciwosciami biologicznym (tutaj:
silna aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa a niska hemolityczno$¢) stanowiag aktualne wyzwania
badawcze szeregu renomowanych zespoléw naukowych na $wiecie. Badania te opieraja si¢ na
dazeniu do otrzymania biblioteki zwigzkéw tzw. ,szytych na miar¢” (ang. custom-designed),
chemikaliéw specjalistycznych o stricte dedykowanych wilasciwosciach fizykochemicznych i
uzytkowych. Tematyka pracy doktorskiej mgra inz. Rafala Jerzego Kopiasza, dotyczaca badan nad
nowymi syntetycznymi analogami peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (ang. Synthetic Mimics of
Antimicrobial Peptides, SMAMPs), dokladnie wpisuje si¢ wyzej zasygnalizowany obszar
aktywnosci naukowe;j.

Mgr inz. Rafat Jerzy Kopiasz wykonat swoja prace doktorska pod kierunkiem dra hab. inz.
Dominika Janczewskiego, prof. ucz., w Katedrze Chemii i Technologii Polimeréw, na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Zgodnie z literaturg przedmiotu recenzowana praca

doktorska ma elementy nowos$ci naukowej. Jako poklosie zaangazowania badawczego, Doktorant
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jest wspotautorem 4 artykutéw z listy JCR, z czego 3 — o sumarycznym wspétczynniku wpltywu (ang
Impact Factor, 1F) 13,58 (w tym React. Funct. Polym. ma [F=3,333 (2019); Macromol. Biosci. —
4,979 (2020); Colloids Surf. B - 5,268 (2021)) — dotycza zakresu pracy doktorskiej. Cz¢$¢é materiatu
jest w przygotowaniu do wystania do redakcji. Spoza tematyki doktoratu jest praca opublikowana
w Polymer (IF=4,49 (2021)). We wszystkich ww. publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem.
Recenzowana praca doktorska zostala wykonana w ramach grantu NCN (Sonata BISS5, nr
2015/18/E/ST5/00222 (2016-2022), kierownik: dr hab. inz. Dominik Jafnczewski).

OPINIA MERYTORYCZNA

Zamyst kompozycyjny rozprawy jest tradycyjny; obejmuje ona 182 strony oraz 20 stron z
zalgcznikami. Jest to praca z zachowaniem wlasciwej proporcji fragmentu opisujgcego badania
wlasne w stosunku do calej rozprawy. Bardzo bogata bibliografia obejmuje 267 pozycji
anglojezycznej $wiatowej literatury. Zrodla literaturowe stanowia merytorycznie uzasadniong
dokumentacj¢ dziatan naukowo-badawczych podjetych przez Doktoranta. W czgsci teoretycznej
pracy Autor w sposob kompetentny dokonat opisu zagadnien, zwigzanych ze stanem wiedzy na
temat: (i) budowy i specyfiki blony komérkowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem jej sktadnikow
budulcowych i stabilizujacych - surfaktantéw naturalnych typu fosfolipidéw i ich rodzajéw, w tym
zaleznych od funkcji w danym mikroorganizmie; (ii) budowy, specyfiki, aktywnosci biologicznej i
mechanizmu dziatania peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (ang. Antimicrobial Peptides) oraz
syntetycznych polikationéw SMAMPs (skr6t we Wprowadzeniu). Duzy fragment przegladu
literaturowego (i sga to najciekawsze rozdzialy w pracy) traktuje o metodyce badari nad
mechanizmem dziatania zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych atakujgcych blong komérkows (ang.
Membrane-Targeting Antimicrobial Compounds, MTAC), a takze na temat relacji: struktura
polikationdw-aktywno$¢ biologiczna (tj., aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, aktywnosé
hemolityczna), oceniana w ukladach modelowych bton komérkowych. Czgs¢ literaturowa dowodzi
dobrej znajomosci omawianych zagadnien przez Autora.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byla nowa grupa polikationéw o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej SMAMPs; ich $ciezki syntetyczne, cechy aktywnosci biobdjczej wraz
z mechanizmem dziatania. Przy projektowaniu biblioteki ww. pochodnych Autor kierowat sie
przestankami zalezno$ci: struktura-aktywnos¢ (ang. Structure-Activity Relationship, SAR), ktora to
metodologia umozliwia badaczom okreslenie roli danych parametrow oraz elementéw strukturalnych
projektowanych zwiazkéw na ich aktywnos¢ w ukiadach biologicznych. Aby wskaza¢ materiat
badawczy mgr Kopiasz przeprowadzil staranng analiz¢ wynikéw SAR dotychczas opisanych
polikationéw jako czynnikéw zaburzajacych struktur¢ blony komoérkowej w odniesieniu do
najczestszych pofaczen grupy hydrofobowej z kationowa w stosunku do tancucha gléwnego
polimeru SMAMPs (tutaj: dla struktur zawierajagcych grupe kationowag w faficuchu bocznym oraz
jonenéw, a takze kopolimeréw blokowych). Nastepnie Autor dokonal analizy wptywu strategii
modulowania réwnowagi liopofilowo-hydrofilowej (ang. Hydrophiluc-Lipophilic Balance, HLB)
polikationéw zaréwno na poziomie monomeru poprzez zastosowanie ugrupowania hydrofobowego o
zmiennej dlugosci, jak i poprzez kopolimeryzacje monomeréw hydrofobowych i hydrofilowych

w réznych proporcjach. Niezaleznie przeanalizowat dane odnosnie SMAMPs na temat rodzaju grupy
2



koncowej (polikationy telecheliczne), dodatku nienatadowanej hydrofilowej grupy bocznej, rodzaju i
gestosci grup kationowych, a takze struktury lancucha gléwnego polimeru — jego sztywnosci czy
izomerii potozenia. Ta wieloparametrowa analiza doniesien literaturowych umozliwifa Doktorantowi
staranne zaprojektowanie zamystu badan wiasnych, czyli: (i) syntezg¢ biblioteki nowych stabilnych
jonenéw o zadanych parametrach kontrolnych - hydrofobowosci czy dodatkowej hydrofilowej grupy
bocznej, sztywnosci i izomerii tafncucha gléwnego (W znaczeniu izomerii meta/para ugrupowania
benzenowego); (ii) zaprojektowanie i wykonanie badan biologicznych otrzymanych jonenéw
(oznaczenia mikrobiologiczne i badania biokompatybilnos$ci); (iii) zrealizowanie badan nad
mechanizmem dziatania (badania na komorkach bakterii, badania na liposomach). I stosownie do tak
ustawionego wektora naukowego cze$¢ doswiadczalna zawiera opis stosowanej metodyki i procedur.

W moim przekonaniu zamyst badan zostal starannie zaprojektowany i jest spdjny pod
wzglgdem merytorycznym. Zrealizowanie zatozonych bardzo ambitnych planéw badawczych uznaje
za sukces Doktoranta. W mojej ocenie szczeg6lnymi atutami pracy sg nastgpujace wyrdzniki:

1. Biblioteka nowo syntezowanych 27 jonendéw o wysokiej gestosci czwartorzedowych grup
amoniowych wzdluz lanfcucha gléwnego polimeru objeta 5 serii zwigzkéw o zadanych
parametrach strukturalnych, opisanych w poprzednim akapicie, w ktérych to etapach Doktorant
zrealizowal z sukcesem dobrze zaplanowane wieloetapowe $ciezki syntetyczne, zaawansowane
metodycznie pod wzgledem procedur izolacji, oczyszczania i identyfikacji. Otrzymane joneny
sktadaty si¢ z merytorycznie uzasadnionych pochodnych N,N,N’,N’'—tetrametyloetylenodiaminy
(TMEDA) lub 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu (DABCO), rozdzielonych grupami aylowymi na
zasadzie podstawnikOw w pozycji para lub meta, tj. bylty to serie: Cn-T-p-T; Cn-T-m-T; Cn-D-
p-D; Cn-D-m-D; Cn-D-PEG-D (n=0,2,4,8,12). Skrét PEG odpowiadal metylowemu estrowi
trdj(tlenku etylenu) (o0PEG) w pozycji meta. Dodatkowo, 2 grupy stanowily joneny standardowe
bez bocznych grup hydrofobowych, czyli: p-T-p-T oraz p-D-p-D.

2. Dobrze zaplanowane systematyczne badania biologiczne otrzymanych jonenéw objety oceng
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (parametr MIC, Minimalne Stg¢zenie Hamujace ang.
Minimum Inhibitory Concentration) zaréwno wobec mikroorganizméw z Amerykanskiej
Kolekcji Szczepow Wzorcowych (ang. American Type Culture Collection, ATCC), czyli z
udziatem modelowych mikroorganizméw o znaczeniu klinicznym — oportunistycznej Gram-
ujemnej bakterii Escherichia coli, Gram-dodatniej Staphylococcus aureus, a takze drozdzaka
Candida albicans, jak i wobec lekoopornych szczepéw klinicznych (np. Klebsiella pneumoniae
(szczep produkujgcy metalo-B-laktamazg) czy szczepy produkujgce B-laktamazy, nadajace
bakteriom oporno$¢ na wiele antybiotykow (tutaj: Enterococcus faecium, Pseudomonas
aeruginosa, etc). Ocena objeta rowniez aktywno$¢ wobec pratkéw (Mycobacterium), w tym
pratkow gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis). Aby mie¢ jak najbardziej kompleksowy oglad
na charakterystyke biologiczng biblioteki jonendéw, Autor wykonal réwniez badania
biokompatybilnosci, wyrazone zaréwno przez oceng wiasciwosci hemolitycznych (tj., parametr
HCso, ang Hemolytic Concentration, st¢zenia wywotujace liz¢ 50% erytrocytow) otrzymanych
jonenow, jak i poprzez cytotoksycznos$¢ (tj., parametr ICso, ang. Inhibitory Concentration,
stezenie hamujace w 50% wzrost komorek) wobec linii komdrkowej mysich fibroblastow L929.
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Przeprowadzone badania wykazaly, ze syntezowane joneny wykazujg pozadang aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa wobec badanych mikroorganizméw a niskg aktywnos$¢ hemolityczna.
Badania nad kinetyka zabijania bakterii S. aureus i E. coli przez joneny — Cn-T-p-T (n=0,8),
Cn-D-p-D (n=0,8) oraz C2-D-m-D i C2-D-PEG-D, udowodnily ich wysoka skutecznosé.
Wigkszos¢ jonenéw to jednak produkty cytotoksyczne i ten efekt mozna czg¢sciowo
modyfikowa¢ wbudowujac fragment PEG w ich strukturg. W ogélnosci, zwigkszenie
hydrofobowosci grupy bocznej Cn w strukturze kazdej badanej serii jonenow skutkuje
zmniejszeniem ich wartosci MIC, co wigcej - zwigkszeniem HCsp, natomiast wartosci ICs nie
wykazujg istotnych zmian w odniesieniu do zwigkszania n w tancuchu Cn badanych serii.
Ponadto, izomeria strukturalna pierscienia arylowego (tj., podstawnikéw w pozycji para lub
meta) nie wywiera istotnego wplywu na wartosci parametréw MIC, HCso, i ICso. Zwigkszona
elastyczno$¢ tancucha giéwnego jonenéw poprawia ich wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
wobec E. coli i C. albicans. Nalezy zaznaczy¢, ze w $wietle doniesien literatury przedmiotu
wykazanie wptywu hydrofobowosci i elastyczno$ci/sztywnosci taficucha giéwnego jonenéw na
ich aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg jest jednym z najwazniejszych osiggnie¢ Doktoranta.

3.Badania nad mechanizmem dziatania otrzymanych polikationow, jako czynnikéw
zaburzajacych integralnos¢ blony komérkowej i zwigkszajacych w efekcie jej przepuszczalnosc,
uznaj¢ za bardzo przydatne w perspektywie ewentualnych aplikacji. Autor najpierw oceniat
wplyw jonenéw na polaryzacje¢ blony komoérkowej S. aureus ATCC 6538 z wykorzystaniem
barwnika fluorescencyjnego, uzyskujac brak wyraznej globalnej korelacji pomigdzy
aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa jonenéw a ich zdolnoscig do indukowania depolaryzacji
blony komérkowej. Nastgpnie zostaly wykonane pomiary zmiany przepuszczalnosci blony
komorkowej E. coli ATCC 8739 wywotlane przez jonen hydrofilowy CO-T-p-T i hydrofobowy
C8-T-p-T, stosujac znakowane fluorescencyjnie dekstrany o zmiennych masach
czasteczkowych i tadunkach, pochodzacych od znakowania réznymi fluorofortami (FITC-
dekstran). Autor zaobserwowal zwigkszong przepuszczalno$¢ blony komorkowej badanej
bakterii wobec obu badanych jonenéw, jednakze ten hydrofilowy czynnik duzo skuteczniej
neutralizowat ujemny potencjat powierzchni komérek (pomiary potencjatu ), wywotujac silng
agregacj¢ komorek bakteryjnych. Integralng czg¢scig oceny mechanizmu oddziatywania jonenow
z modelowymi dwuwarstwami lipidowymi byly badania na liposomach (tutaj: duze
jednowarstwowe liposomy, ang. Large Unilamellar Vesicles, LUVs). Doktorant udowodnit, ze
kardiolipina (Cl) oraz lipidy o wujemnym wspdlczynniku krzywizny (np.
fosfatydyloetanoloamina, PE) sg niezbednymi skfadnikami dwuwarstwy, by byla ona podatna na
niszczace dziatanie hydrofilowych jonenéw. Hydrofobowe joneny moga wykazywaé tendencje
do stabilizacji dwuwarstwy, co moze by¢é przyczyng ich nizszej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej w poréwnaniu do pochodnych hydrofilowych.

4.Doktorant w swoich eksperymentach stosowat prawidtowa metodologi¢ badawczg -
przyktadowo, skaningowa mikroskopig elektronowa (ang. Scanning Electro Microscopy, SEM),
dynamiczne rozpraszanie Swiatla (ang. Dynamic Light Scattering, DLS), konfokalng laserowa
mikroskopig skaningows (ang. Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM), spektroskopie 'H
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NMR i ®C NMR czy chromatografie¢ wykluczenia (ang. Size-Exclusion Chromatography).
Sciezki syntetyczne, metody analityczne i techniki oceny biologicznej sa wybrane prawidtowo i
zgodnie z aktualna wiedza.

Poréwnujac cel i zalozenia pracy, wymagajacej od Doktoranta szczegélnej skrupulatnosci i
zachowania dyscypliny badawczej, z podsumowaniem ogromu jej wynikéw, mog¢ z przekonaniem
stwierdzi¢, ze program badan zostal catkowicie zrealizowany. Z obowigzku recenzenta pragne
zwr6ci¢ uwage na pewne niejasnosci w pracy. Ponizej wykaz moich pytan (stricte o charakterze
dyskusyjnym), wobec ktérych oczekuje ustosunkowania si¢ przez Doktoranta w trakcie obrony:

e Wartosci krytycznego stezenia agregacji (ang. Critical Aggregate Concentration, CAC) byly
wyznaczone spektrofluorymetrycznie wobec pirenu jako znacznika zgodnie z pracg [246]. Jakie
inne metody mozna rozwazy¢ przy wyznaczaniu CAC?

e Ktéry jonen, otrzymany przez Autora (wskaza¢ tylko jeden przyklad) jest szczegélnym
osiaggnigciem naukowym (tj., z zakresu badan podstawowych), a ktéry moze stanowié wyréznik
na plaszczyznie technologicznej i dlaczego?

e Co, jak i dlaczego mozna ulepszy¢, zgodnie z aktualng wiedzag Autora po wykonaniu swoich
badan, w zamysle utworzenia nowej biblioteki jonenéw o funkcji przeciwdrobnoustrojowej?

WNIOSEK KONCOWY

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Rafala Jerzego Kopiasza
catkowicie spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim w artykule 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj., Dz. U. z 2021 r., poz. 478) i wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Kandydata do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Niniejszym dodatkowo wnoszg, by uznaé prace doktorskg p. mgra inz. R. Kopiasza za
wyrdzniajacg. Kluczowe wyniki, stanowigce odniesienie do celu i zakresu pracy, zostalty w duzej
mierzej opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych JCR (wylistowane we
Wprowadzeniu), a sama za$ praca pod wzgledem interdyscyplinarnosci i obszernego zakresu badan,
a takze znaczenia wynikéw dla dyscypliny nauki chemiczne jest nowatorska i stanowi kompendium
wiedzy o wysokich walorach zar6wno poznawczych, jak i praktycznych. Rzeczowa argumentacja
wnioskowania mgra inz. Kopiasza $wiadczy o Jego duzej kreatywnosci badawczej, o rzetelnosci i
dobrym przygotowaniu zar6wno merytorycznym, jak i warsztatowym. Doktorant opanowat zar6wno
podstawy fizykochemiczne, jak i uzyskatl kompetencje instrumentalne, umozliwiajgce prawidtowy
dobor procedur syntetycznych i technik badawczych, wykonanie syntez, pomiar6w i interpretacje
wynikéw. We wszystkich tych aspektach wynik — moim zdaniem — jest wzorowy.
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