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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafata Jerzego Kopiasza zatytufowane;j
»dynteza nowych przeciwdrobnoustrojowych polikationéw oraz badania ich aktywno$ci

z wykorzystaniem mikroorganizmoéw i liposomow”

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Rafala ]. Kopiasza zostala wykonana w Katedrze
Chemii 1 Technologii Polimeréw na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej, pod kierunkiem
dr hab. inz. Dominika Janiczewskiego, prof. uczelni. W swojej dysertacji, mgr inz. Rafal J. Kopiasz
przedstawil rezultaty swoich badan nad polikationami przeciwdrobnoustrojowymi, bedacymi
syntetycznymi analogami naturalnie wystepujacych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych. Tematyka
badawcza prezentowana w dysertacji wpisuje si¢ w trendy dzisiejszych badan naukowych. Szybki wzrost
antybiotykoopornosci wymusza potrzebe poszukiwania nowych strategii walki z drobnoustrojami
chorobotworczymi. Jak stusznie podkreslit Doktorant, jest to zadanie, ktore spoczywa dzisiaj gtéwnie
na barkach akademickich o§rodkéw naukowych, finansowanych ze zrédet publicznych.

Rozprawa doktorska mgr inz. Rafala Kopiasza, napisana w jezyku polskim, posiada strukture
zgodng z powszechnie obowigzujacymi standardami przyjetymi dla prac doktorskich z dyscypliny nauk
chemicznych. Dysertacja liczy sobie 204 strony i zostala podzielona na 5 gléwnych, ponumerowanych
rozdziatow: Witep i cel pracy, Przeglad literaturowy, Wnioski 3 badart literatury i zatogenia pracy, Badania wiasne
i analiza wynikow oraz Cesé eksperymentalna. Calo$¢ zostala poprzedzona podzigkowaniami, streszczeniem
w jezyku polskim 1 angielskim, spisem tresci oraz wykazem stosowanych skrétéw. Dysertacje koficza

w formie nieponumerowanych rozdzialéw kolejno: bibliografia (286 pozycji literaturowych,
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w zdecydowanej wigkszosci anglojezyczne artykuly naukowe, ale réwniez rozdzialy w ksigzkach i raporty
WHO), wykazy rysunkéw, schematéw 1 tabel, podsumowanie dorobku publikacyjnego, informacje
o wkladzie Doktoranta w prezentowane badania oraz zalaczniki (widma NMR i dane eksperymentalne
wykorzystane do badania kinetyki eliminacji Hofmanna).

W rozdziale Witgp i cel pracy, mgr inz. Rafal Kopiasz uzasadnit potrzebe poszukiwania nowych
zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, ze wzgledu na szybko rozwijajaca si¢ antybiotykoopornos¢ wsrod
mikroorganizméw chorobotwoérczych. Kolejny rozdzial, Przeglad literaturowy, wprowadza w tematyke
polikationéw przeciwdrobnoustrojowych, z uwzglednieniem ich wspélnych cech 2z naturalnie
wystepujacymi antybiotykami peptydowymi. Biorac pod uwage fakt, iz pierwszym etapem dzialania
polikationéw przeciwdrobnoustrojowych jest adsorpcja na powierzchni btony komoérkowej, Kandydat
do stopnia naukowego doktora scharakteryzowal budowe otoczek komoérkowych réznych
mikroorganizmoéw, jak réwniez metody badan oddzialywan zwiazkéow przeciwdrobnoustrojowych
z blonami komérkowymi. Ponadto, podkreslit On te cechy polikationdw, ktore moga decydowaé o ich
selektywnosci dziatania (hydrofobowos¢, gestos¢ grup kationowych, réwnowaga lipofilowo-hydrofilowa,
sztywnos$¢ fancucha, izomeria itp.). Rozdzial Wnioski 3 badasi literatury i zafogenia pracy stanowi uzasadnienie
podjecia badan nad jonenami — polikationami zawierajacymi grupe kationowa umieszczona w laficuchu
gléwnym polimeru. W tym samym rozdziale, mgr inz. Rafal Kopiasz podal gléwne zalozenia swojej
pracy, do ktérych nalezaly: synteza bibliotek jonenéw o réznej hydrofobowosci, sztywnosci 1 izomerii
taicucha gtéwnego, badania biologiczne oraz badania mechanizmu ich dzialania. Rozdzial Badania wiasne
I analiza wynikdw stanowi ,serce” calej rozprawy doktorskiej. Zawiera opisy wynikéw syntez jonenéw,
trudno§ci  napotkane  podczas  syntezy, badania  aktywnosci  przeciwdrobnoustrojowej
i biokompatybilno$ci oraz badania mechanizméw dzialania. W pierwszej czesci badan, mgr inz. Rafal
Kopiasz zaplanowal synteze biblioteki jonenéw bedacych pochodnymi polietylenoiminy w formie
wyczerpujaco metylowanej (Me,-L-PEI). Niestety, wigkszosci zaprojektowanych polikationéw nie udato
si¢ zsyntezowac, ze wzgledu na podatnosci produktéw na eliminacje Hofmanna. Niepowodzenie to stalo
si¢ dla mgr inz. Rafala Kopiasza motywacja do zbadania stabilnosci czwartorzedowych soli amoniowych,

bedacych niskoczasteczkowymi analogami Me,-L-PEI. Rezultaty tych badan wykazaly, iz zwickszenie
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liczby jednostek Me,-L-PEI znaczaco przyspiesza szybkos§¢ eliminacji Hofmanna, podobnie jak
usztywnienie czgsteczki poprzez wprowadzenie grupy DABCO (1,4-diazobicyklo[2.2.2]oktan). Kandydat
do stopnia naukowego doktora zaobserwowal réwniez wzrost przesunigcia chemicznego protonow
bedacych celem ataku anionu hydroksylowego wraz ze wzrostem szybkosci reakcji, co wytlumaczyt
zwickszong polaryzacja wiazania C-H. Ponadto zauwazyl, iz wigksza szybkoscia rozpadu
charakteryzowaly si¢ zwigzki posiadajace grupe odchodzaca o nizszej nukleofilowosci. W drugiej cze¢sci
badan, mgr inz. Rafal Kopiasz zaprojektowal, a nastgpnie zsyntezowal biblioteke jonenéw o mniejsze;
gestosci tadunku dodatniego wzdtuz lancucha gtéwnego. Tym razem otrzymal 27 polikationow o réznej
hydrofobowosci, sztywnosci oraz izomerii lafcucha gléwnego. Dla wszystkich otrzymanych
polikationéw, mgr inz. Rafal Kopiasz wyznaczyl stopien polimeryzacji, $Srednia mase molekularng na
podstawie pomiaréw magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) oraz chromatografii wykluczenia
(SEC), a takze potwierdzit sklad pierwiastkowy za pomoca analizy elementarnej. Biorac pod uwage fakt,
iz joneny posiadajace weglowodorowe lancuchy alkoksylowe maja budowe typowsa dla
wielotancuchowych surfaktantéw, Kandydat do stopnia naukowego doktora wyznaczyl krytyczne
stezenia agregacji dziesieciu wybranych zwigzkow, zawierajacych lancuchy C8 1 C12, stosujac
spektrofluorymetri¢ i metod¢ pirenowsa oraz wyznaczyl zeta-potencjal tworzacych si¢ agregatow,
wykorzystujac metode dynamicznego rozpraszania §wiatta, DLS. Dla wszystkich otrzymanych jonenéw
zostaly wyznaczone warto$ci minimalnych stezen hamujacych (MIC) rozwdj modelowych
mikroorganizmoéw (E. coi, S. anrens i C. albicans). Ponadto, dla jonenéw z serii Cn-T-p-T (gdzie Cn oznacza
dlugos¢ tadcucha alkoksylowego, natomiast T to N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina) zostaly réwniez
wyznaczone minimalne st¢zenia bakteriobdjcze (MBC) 1 grzybobdjcze (MFC). Dodatkowo, wybrane
joneny zostaly przebadane pod katem aktywnosci wzgledem szczepow klinicznych, w tym Mycobacterinm
turbeculosis. Na podstawie uzyskanych wynikéw, Doktorant przedyskutowal wplyw hydrofobowosci,
sztywnosci 1 izomerii taficucha gtéwnego oraz obecnosci dodatkowego hydrofilowego tancucha PEG
na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Wyniki badan wykazaly, iz wyzsza aktywnoscig
przeciwdrobnoustrojowa charakteryzowaly si¢ bardziej hydrofilowe joneny z elastycznym faficuchem

gléwnym. Z kolei, w przypadku pratkéw gruzlicy, Doktorant zaobserwowal nieco inna tendencje
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—  wydluzenie dlugosci tanicucha alkoksylowego poprawilo aktywnos¢ hamujaca wzrost tych
drobnoustrojéw, co Doktorant wytlumaczyl bardziej hydrofobowa budows $ciany komoérkowej pratkdw.
W celu oceny biokompatybilno$ci jonendéw zostaly przeprowadzone badania wlasciwosci
hemolitycznych. Wyniki badan zgodnie 2z oczekiwaniami wykazaly, iz wydluzanie lafcucha
alkoksylowego zwigksza aktywno§¢ hemolityczna, natomiast obecnos$¢ dodatkowego lafcucha
hydrofilowego PEG obniza t¢ aktywnos¢. Dodatkowo, joneny z serii Cn-T-p-T zostaly zbadane pod
katem ich cytotoksycznosci wzgledem mysich fibroblastow. Niestety, wyniki badan potwierdzily, iz nawet
wzglednie hydrofilowe joneny, ktore nie wykazywaly wlasciwosci hemolitycznych, okazaly si¢ dzialaé
cytotoksycznie na fibroblasty. Jednakze, przez wprowadzenie do czasteczki jonenu nienatadowanej
hydrofilowej grupy PEG, udalo si¢ poprawi¢ wskaznik selektywnosci dzialania. Celem poznania
mechanizméw dzialania jonenéw, Kandydat do stopnia naukowego doktora zbadal ich wplyw
na polaryzacje blony komoérkowej gronkowca ztocistego, jednak nie zaobserwowal prostej korelacji
pomiedzy aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa, a zdolnoscia do depolaryzacji blony. W kolejnych
badaniach potwierdzil natomiast, iz joneny zwigkszaja przepuszczalnosci blony komérkowej, a ponadto
moga indukowac agregacje komoérek E. colz, w wyniku neutralizacji ich ujemnego potencjatu. Ostatnia
cz¢$¢ badan obejmowata badania na liposomach, imitujacych blony komérkowe mikroorganizméw oraz
komorek eukariotycznych, a konkretnie erytrocytow. Przepuszczalno$¢ dwuwarstwy lipidowej zostala
zbadana z wykorzystaniem pomiaru fluorescencji kalceiny uwalnianej z liposoméw pod wplywem
dzialania jonenéw. Adsorpcja jonenéw na powierzchni liposoméw, jak réwniez jej wplyw na agregacije
liposoméw zostaly zbadane poprzez pomiar zeta-potencjalu oraz wyznaczenie promieni
hydrodynamicznych liposoméw traktowanych jonenami, z wykorzystaniem techniki DLS. Uzyskane
wyniki wykazaly, iz joneny wywolywaly destruktywne dziatanie na liposomy zawierajace kardioliping oraz
lipidy o ujemnej krzywiznie wewnetrznej jak POPE. W przypadku hydrofobowych jonendw, ich wplyw
na liposomy zalezal od stosunku molowego polimeru do lipidéw (P/L). Przy niskich st¢zeniach, joneny
zaburzaly integralnos¢ blony, natomiast przy wyzszych — uszczelnialy dwuwarstwe lipidowa. Rozdzial
Badania wtasne i analiza wynikdw koficzy zwiezle podsumowanie otrzymanych rezultatow, z ktérego jasno

wynika, 1z Doktorant zrealizowal wszystkie postawione sobie cele naukowe. Ostatni ponumerowany
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rozdzial pracy doktorskiej, Czesé eksperymentalna, zawiera wykaz uzytych materialéw, szczegdly dotyczace

syntez wraz z analiza NMR oraz wynikami analizy elementarnej produktéw, wydajnosci syntez, a takze

informacje o stosowanych metodach i aparaturze naukowe;j.

Za mocng strong pracy uwazam logike w planowaniu kolejnych etapéw badan — kazdy kolejny etap

wynikal z etapu poprzedniego. Dyskusja otrzymanych wynikéw w $wietle danych literaturowych

potwierdza, iz Doktorant bardzo dobrze orientuje si¢ w tematyce oraz Swietnie porusza si¢ w literaturze

z tematu pracy. Na uwage zastuguje rowniez interdyscyplinarny charakter pracy. Niemniej jednak, w

dysertacji pojawily si¢ pewne niescistosci, ktére zostaly wymienione ponizej. Lektura dysertacji nasunela

réwniez kilka pytan:

o Str. 49 ,Na pryykilad pryylaczenie lasicucha C16 oraz laricucha C12 wrazg g czwartorgedowa solq amoniowq
swigkszato MIC wobec S. anrens i . coli 3 wigeej nizz 8900 uM do odpowiednio 6 i 56 uM” — czy na pewno
zwiekszalo MIC?

e Str. 60 Brakuje definicji skrotow EDsj1 LDs,.

o Str. 80 ,,...nalegy zastosowal 20% nadmiar molowy di-aminy 15-C0” — diaminy 19-CO czy dibromku 15-
C0? Podobna niescistos¢ pojawia si¢ kilka zdan nizej ,,nadmiar dibromkn 19-CO” czy nadmiar
dibromku 15-C0?

e Str. 80 ,,Pik przy 4,8 ppm zostal przypisany grupie benzylowej” — czy na pewno benzylowej, czy
raczej grupie metylenowej w grupie benzylowej?

e Str. 118 Brakuje wyjasnienia skrétu PDI?

e Zalacznik 1: W podpisach do wykresow Z1.12-21.16 Doktorant podaje, iz sa to dopasowania
danych eksperymentalnych z reakeji eliminacji Hofmana do modelu reakcji kinetyki drugiego
rzedu. Czy nie powinno dopasowywac si¢ modelu do danych empirycznych?

e W jaki sposéb Doktorant okreslal stopien konwersji oraz stopient polimeryzacji na podstawie
widm NMR?

e Czy dyspersyjnosci jonendw ma wplyw na aktywnosc¢ biologiczng?
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e Str. 93 Czy zmetnienie pozywek po dodaniu do nich wodnych roztworéw jonendw z grupa
boczng C8 1 C12 moglo by¢ efektem samoagregacji jonendw?

e Czy Doktorant miat jakies§ problemy z pomiarami widm NMR w roztworach o wysokim stezeniu
soli (0,4 M)? W jaka sonde wyposazony byl spektrometr Varian 400 MHz oraz w jakiej
temperaturze rejestrowano widma NMR?

Doktorant nie uniknat réwniez bledéw edycyjnych i jezykowych, takich jak , literowki”, brak spacji,
brak przecinkéw, przyimkéw, bledy sktadniowe i fleksyjne, kropki zamiast przecinkéw w wartosciach
liczbowych itp. Dla przykladu: ,,ptodowa surowica bydlecia” (str. 12) — powinno by¢ ,,bydleca”, ,,Aniony
bromkowe pomigto” (str. 75, schemat 4) — powinno by¢ ,,Aniony bromkowe pomini¢to”,
,whydrofoliowe” (str. 47) — powinno by¢ hydrofobowe. Wkradly si¢ rowniez bledy ortograficzne: ,,wacha
si¢” (str. 60) ,,przeciw jon” (np. str. 81), ,,nie lamelarnych faz” (str. 30), ,,nie aktywne” (str. 49) . W pracy
pojawiaja si¢ tez niefortunne sformulowania:

o  Str. 20 ,,Wszystkie zywe komorki otoczone sa blong komoérkowa, ktéra jest podstawows bariera
oddzielajaca zZycie od otaczajacego $wiata” — czy na pewno chodzi o oddzielenie zycia od
otaczajacego §wiata?

e Str. 73 Zdanie ,,Dodatek nienaladowanej grupy hydrofilowej zbadalem....” brzmialoby lepiej
w formie ,,Wplyw nienaladowanej grupy hydrofilowej na aktywnos¢ biologiczna polikationdw
zbadatem....”

e  Str. 93 ,wypadanie ciala stalego” - moze lepiej ,,wytracanie osadu”

e  Str. 103 ,,Negatywny wplyw usztywnienia czasteczki widoczny jest rowniez porownujac aktywnosé
jonenéw CO-D-p-D z CO-T-p-T” — ,,(...) gdy poréwnamy aktywnosc¢ (...)”

e Bledna forma rzeczownika ,,na Rysunek” powtarza si¢ w tekscie kilka razy.

Rezultaty badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafala Kopiasza zostaly
opublikowane w trzech artykulach zamieszczonych w czasopismach z listy filadelfijskiej o tacznym
wspolezynniku wplywu réwnym 13,128 (Reactive and Functional Polymers, IF,y9=3,5; Macromolecular
Bioscience, IF550=4,36; Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, IF»1,0=5,268). Czwarty artykul, przestany

do redakcji czasopisma Biomacromolecules (IF5,=6,988) jest w trakcie recenzji. Doktorant jest rowniez
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wspoélautorem jednego artykulu w czasopismie Polymers (IF0=4,329), ktory obejmuje badania spoza
rozprawy doktorskiej. We wszystkich artykutach mgr inz. Rafal Kopiasz jest pierwszym autorem, co
$wiadczy o Jego znacznym wkladzie w powstanie tych prac.

Podsumowujac, wyniki badan uzyskanych przez mgr inz. Rafala Jerzego Kopiasza w ramach Jego
rozprawy doktorskiej stanowig cenne zrédlo wiedzy w zakresie potencjalnego zastosowania polikationow
jako zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych. Biorac pod uwage fakt, iz antybiotykoopornosc jest dzisiaj
globalnym problemem zdrowotnym, poszukiwanie nowych metod walki z drobnoustrojami jest jak
najbardziej uzasadnione i wskazane. W mojej opinii, Kandydat do stopnia naukowego doktora wykonat
ogrom ci¢zkiej pracy w laboratorium, a przeprowadzone przez Niego badania zostaly odpowiednio
zaplanowane. Niedociagniecia edycyjne 1 jezykowe pojawiajace si¢ w pracy, w zaden sposob nie
umniejszaja jej wartosci merytorycznej. Wyniki badan zostaly opublikowane w renomowanych
czasopismach o wysokich wspoétczynnikach wplywu. Dlatego tez, nie mam najmniejszych watpliwosci,
iz Kandydat posiada znakomity, uksztaltowany po opieka promotora rozprawy warsztat naukowy oraz
jest gotowy do samodzielnego planowania i prowadzenia badan naukowych.

Majac na uwadze powyzsze stwierdzam, iz przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr
inz. Rafala Jerzego Kopiasza zawiera elementy nowosci naukowej i w pelni spelnia ustawowe (w $wietle
art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce) oraz zwyczajowe
kryteria stawiane rozprawom doktorskim. W zwiazku z tym wnosze do Rady Naukowej Wydzialu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Kandydata do stopnia naukowego doktora

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz wyrdznienie rozprawy doktorskie;.

dr hab. inz. Emilia Sikorska, prof. uczelni
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