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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Rafata Jerzego Kopiasza
pt.: “Synteza nowy przeciwdrobnoustrojowych polikationéw oraz
badania Ich aktywnosci z wykorzystaniem mikroorganizmow |

liposoméw”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz. Rafata
Kopiasza obejmuje zagadnienia zwigzane z syntezg i badaniem witasciwosci
nowych polikationdw, w szczegdblnosci, ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Tematyka pracy jest bardzo aktualna w
konteksécie rosngcego problemu zwigzanego z antybiotykoopornoscia
nabywang przez szereg szczepdw bakteryjnych i wynikajgce z tego
rozprzestrzenianie sie groznych patogendw nie dajgcych sie zwalczaé
dostepnymi antybiotykami. Potencjalne zastosowanie nowych kationowych
polimerdw daje szanse na wytworzenie efektywnych narzedzi zwalczania
tych patogendw, atakujgcych btony komérkowe bakterii, bez
rownoczesnego generowania lekoopornosci. Tego ambitnego naukowo i
waznego spotecznie zadania podjat sie Doktorant w przedstawionej do

recenzji pracy.
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Recenzowana rozprawa w klasycznym ukfadzie skfada sie z czesci literaturowej
opisujgcej aktualny stan wiedzy w tematyce rozprawy oraz czesci prezentujacej wyniki badan
Doktoranta i ich szczegétowg analize. Cato$¢ poprzedzona jest wstepem zawierajgcym
sformutowane zasadnicze cele pracy, ktére obejmowaty wytworzenie nowych polikationéow
oraz znalezienie korelacji pomiedzy ich strukturg, a aktywnoscig biologiczng.

Poszczegdlne rozdziaty czesci literaturowej omawiajg zagadnienia bezposrednio
zwigzane z przedmiotem pracy w wyczerpujgcym zakresie. Doktorant przeprowadzit
gruntowne poszukiwania literaturowe m.in. w celu, jak sam stwierdza, ,zidentyfikowania luk
w wiedzy dotyczacej tej tematyki”. Na poczatku przedstawit on informacje dotyczgce samej
struktury btony komoérkowej, ktéra jest celem ataku przez interesujgce go zwigzki
przeciwdrobnoustrojowe typu MTAC (ang. membrane-targeting antimicrobial compounds).
W dalszej kolejnosci przedstawit przeglad dotychczas badanych MTAC z uwzglednieniem
peptydow i syntetycznych polikationdw oraz omdéwit mechanizmy ich dziatania. Wykonat
takze przeglad metod badan dziatania MTAC na komérki oraz modelowe uktady liposomalne.
Krytyczne omdwienie tych metod, a nie tylko ich opis, jest bardzo istotne z punktu widzenia
prowadzonych prac eksperymentalnych Doktoranta oraz wiarygodnosci prezentowanych
wynikéw na tle dotychczasowej literatury.

Catosciowo, czesé literaturowa napisana zostata merytorycznie poprawnie, w sposéb
przejrzysty i systematyczny. Swiadczy to o zgtebieniu przez Doktoranta tematyki rozprawy
doktorskiej, a czytelnikowi daje bardzo dobre tto dla motywacji podejmowanych badan oraz
wprowadzenie do opisywanych dalej zagadnien.

Badania wfasne mgr inz. Rafata Kopisza zostaly przedstawione w trzech gtéwnych
rozdziatach zakoriczonych tgcznym podsumowaniem. Wyodrebniona zostata czes¢
eksperymentalna podajgca spis uzytych odczynnikdw, metod syntezy i charakterystyki
otrzymanych zwigzkéw oraz innych procedur eksperymentalnych wykorzystywanych w
pracy.

Pan mgr inz. Rafat Kopisz przygotowat dobrze uzasadniong i dos¢ obszerng biblioteke
polimerdw kationowych zawierajgcych czwartorzedowe sole amoniowe w tancuchu
gtéwnym, jonendw, ktére wykorzystywat w dalszej czedci pracy. Co warte podkreslenia,
poczgtkowe niepowodzenia w zaplanowanej pierwotnie metodzie syntezy przekut w
uzyteczng i bardzo systematyczng analize trwatosci otrzymywanych jonendw, ktére w
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interesujgce w konteks$cie obecnego i potencjalnego zastosowania tego typu jonendw, co
przez wielu badaczy mogtoby by¢ przeoczone, a co istotnie wptywa na wyniki
eksperymentalne (mozliwy rozktad jonendw w trakcie eksperymentéw prowadzonych w
Srodowisku zasadowym).

Finalna koncepcja biblioteki jonendw uwzglednita problemy z trwatoscig polimeréw o
duzej gestosci czwartorzedowych grup amoniowych, ktére zostaty ,rozcienczone” w
taricuchach odpowiednio podstawionymi grupami aromatycznymi. Umozliwito to
przetestowanie szczegétowych hipotez/celdéw badan zwigzanych z wptywem sztywnosci
tancucha, izomerii potozeniowej w makroczgsteczce, czy tez obecnosci bocznych grup
hydrofobowych na wifasciwosci i aktywnos¢ biologiczng tej grupy polimeréw. Przedstawione
zostaty szczegétowo sciezki syntetyczne z petnym uzasadnieniem. Doktorant z duzag
starannoscig analizowat zaréowno widma NMR otrzymywanych zwigzkdéw, jak tez ich
chromatogramy otrzymane technikg SEC oraz wyciggat poprawne, dobrze uzasadnione
whnioski.

W dalszej czesci badan Doktorant okreslit aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowg
zsyntezowanych polimeréw wzgledem dwdch wybranych modelowych szczepdw bakterii (E.
Coli, S. Aureus), kilku szczepdéw klinicznych oraz jednego szczepu grzyba (C. Albicans),
wyznaczajac takie parametry jak minimalne stezenie hamujace wzrost (MIC) oraz minimalne
stezenie bakterio- i grzybobdjcze (MBC i MFC). Na bazie uzyskanych wynikéw, poréwnujac
gtownie wartosci MIC, wyciggnat on szereg dobrze uzasadnionych eksperymentalnie
whnioskéw w zakresie zaleznosci aktywnosci biologicznej wzgledem danych drobnoustrojéw
od struktury makroczgsteczek. Oprdcz potwierdzenia pozgdanych  witasciwosci
antymikrobiotycznych (niska warto$¢ MIC) konieczne byto sprawdzenie wifasciwosci
hemolitycznych otrzymanych polimerédw. Joneny, ktére miaty najlepsze wtasciwosci
antymikrobiotyczne okazaty sie takze miec¢ niewielka tendencje do indukowania rozpadu
erytrocytdow, co jest korzystne z punktu widzenia potencjalnych zastosowan. Badania
cytotoksycznosci wskazaty, ze najlepszg selektywnosciag wzgledem badanych szczepdw
charakteryzowaty sie polikationy o najwyzej hydrofilowosci, ktdre w kontekscie wszystkich
wynikéw badan biologicznych sg najbardziej obiecujace.

Oprdcz badan na komérkach Doktorant przeprowadzit takze badania na modelowych
uktadach liposomalnych. W obu przypadkach stosowat metody fluorescencyjne, badania

mikroskopowe oraz korzystat z pomiaréw dynamicznego rozpraszania Swiatta, wyznaczania
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potencjatu dzeta komodrek i liposoméw do okreslenia przepuszczalnosci, fadunku
powierzchniowego, czy tez obserwacji agregacji komodrek/liposoméw pod wptywem
zastosowanych jonendw. Te badania na uktadach modelowych pozwolity na postawienie i
wstepne zweryfikowanie hipotez dotyczgcych wptywu skfadu i wynikajgcej z tego krzywizny
bton liposomalnych na ich stabilizacje (lub destabilizacje) pod wptywem hydrofilowych oraz
amfifilowych jonendéw. Wyciggniete przez Doktoranta wnioski w tym zakresie stanowia
mozliwe wyjasnienie gorszego niz oczekiwane dziatania antymikrobiotycznego
hydrofobowych jonenéw w stosunku do hydrofilowych. Ten i kilka innych wnioskéw z pracy
doktorskiej stanowig wainy wktad do projektowania zwigzkdw o dziataniu
antymikrobiotycznych opartych na polikationach i stanowig istotny element nowosci
naukowej rozprawy.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zawiera szereg bardzo warto$ciowych
wynikéw badawczych, z ktérych wybrane wymienitem wyzej. Nie mam tez zastrzezen do
klarownosci i stylu tekstu poza nielicznymi btedami literowymi. Co najwazniejsze, wyniki
badawcze zostaty przedstawione w sposdb systematyczny i wyczerpujagco opisane w
krytyczny sposdb. Zastosowany warsztat badawczy oceniam bardzo wysoko takze z uwagi na
interdyscyplinarny charakter pracy, w ktérej Doktorant objat cate spektrum badan od syntezy
nowych zwigzkdw, ich charakterystyki fizykochemicznej, po badania uktadéw koloidalnych i
badania biologiczne. Swiadczy to niewatpliwie o duzej dojrzatoéci naukowej Pana mgr Rafata
Kopisza.

Cho¢ finalne konkluzje dotyczace praktycznego zastosowania otrzymanych jonendw nie
sg w petni optymistyczne, to jednak chciatbym ustyszeé w trakcie obrony od Doktoranta jak
widzi On mozliwy kierunek rozwoju struktur polimerow kationowych w celu poprawy ich
niektérych parametréw biologicznych (np. cytotoksycznosé). Otrzymane w pracy doktorskiej
joneny majg stosunkowo mate masy czgsteczkowe — czy zmiana tego parametru moze miec
istotne znaczenie dla poprawy aktywnosci biologicznej tego typu polimeréow? Doktorant
zaobserwowat, ze joneny z grupami C8 i C12 oddziatujg z biatkami pozywki stosowanej przy
hodowli bakterii i grzybéw. Oczywiscie w kontekscie ich zastosowanie wewnatrzustrojowego
moze to by¢ istotny problem, ale mozliwe sg inne zastosowania tego typu zwigzku — czy
Doktorant widzi takie mozliwosci, a jesli tak, to w jakich uktadach.

W podsumowaniu moge stwierdzié, ze uzyskane przez Doktoranta wyniki prac

badawczych przedstawionych w recenzowanej dysertacji niosg istotne wartosci poznawcze
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oraz znaczenie dla projektowania polikationdw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.
Doktorant wykazat sie umiejetnoscia prowadzenia pracy badawczej na wysokim poziomie,
krytycznego spojrzenia na uzyskiwane wyniki oraz wyciggania rzetelnych wnioskéw na ich
podstawie. Wyniki przedstawionych badan zostaty opublikowane w trzech bardzo dobrych
czasopismach specjalistycznych (Doktorant jest wspétautorem jeszcze jednej publikacji nie
ujetej w dysertacji), a dwie kolejne publikacje s3 w przygotowaniu. We wszystkich tych
publikacjach Pan mgr inz. Rafat Kopiasz jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jego istotnym
wktadzie w powstanie tych publikacji. Oceniajgc pozytywnie recenzowang prace stwierdzam,
ze spetnia ona wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65/2003 poz. 595 z pdiniejszymi zmianami). Wnosze, zatem do Rady
Naukowe] Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pana mgr inz. Rafata Kopiasza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, z uwagi na wysoka jakos¢ warsztatu badawczego, szczegdlnie w zakresie
syntezy organicznej, wysoce interdyscyplinarny charakter prac, bardzo dojrzatg naukowo i
krytyczng analize uzyskanych wynikéw, a takze wartos¢ uzyskanych wynikéow dla
projektowania nowych polimerédw antymikrobiotycznych, wnosze o wyréznienie

przedstawionej rozprawy doktorskiej.
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