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Opinia o pracy doktorskiej

mgr. Bartosza Kopki ,Sieci z poli(2-izopropenylo-2-oksazoliny) jako wielofunkcyjne materiaty

o zadanych wtasciwosciach”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr. Bartosza Kopki wykonana zostata w Centrum
Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi pod kierunkiem dr. hab. Matgorzaty
Basko w ramach szkoty Doktorskiej BioMedChem. Promotorem pomocniczym pracy byt dr Bar-
ttomiej Kost.

Poli(2-izopropenylo-2-oksazolina) to makroczasteczka zawierajaca weglowy tfacuch gtéwny
z bocznym pigciocztonowym, heterocyklicznym pierscieniem oksazolinowym. Taka struktura che-
miczna pozwala na wiele modyfikacji poprzez tworzenie stabilnych adduktéw. W pracy doktor-
skiej ta mozliwos¢ zostata wykorzystana do wytworzenia roznych struktur usieciowanych.

Wyniki pracy doktorskiej ujete zostaty w trzech oryginalnych dotgczonych publikacjach, ktére
ukazaty si¢ w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym, i jednej pracy przeglagdowej opubliko-
wanej w Polymer Chemistry w 2022 roku. Doktorant jest pierwszym autorem we wszystkich pra-
cach. Rozprawa doktorska przedstawiona zostata w formie zbioru publikacji a jej ocena wymaga
doktadnej analizy zatgczonych prac. W takim wypadku recenzent petni wiec niezreczng funkcje
dodatkowego recenzenta publikacji juz wczesniej zrecenzowanych a pytania czy uwagi powinien

w zasadzie zgtaszac¢ do edytora.

Autor zaopatrzyt zbior publikacji w autoreferat, stanowigcy 70 stronicowe wprowadzenie, zawie-
rajgce wstep literaturowy, sformutowanie celu, opis badan i ich podsumowanie. Ostatnig jego
czescig jest omowienie niepublikowanych dotychczas prac nad mozliwym wykorzystaniem opra-
cowanych sieci polioksazolinowych jako sorbentow zanieczyszczen, materiatow o wtasciwosciach
przeciwgrzybiczych i przeciwbakteryjnych, nosnikow lekéw i podtozy do hodowli roslin. Publika-
cja przegladowa (P4) w istotny sposéb poszerza informacje zawarte we wstepie autoreferatu
o obecnym stanie wiedzy na temat metod otrzymywania poli(2-izopropenylo-2-oksazoliny), wia-
sciwosci tego polimeru, sposobdw modyfikacji fancucha i uzyskania makroczgsteczek o planowa-

nych wtasciwosciach a takze wytwarzania materiatow usieciowanych. Pozwala to umiescic prace
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Doktoranta na tle badar prowadzonych nad podobnymi zagadnieniami na §wiecie. Wprowadze-
nie jest napisane jasno, pomaga $ledzi¢ tok prac i porzadkuje uzyskane przez Doktoranta wyniki.

Zawiera niewiele btedow interpunkcyjnych i nieliczne btedne sformutowania.

Punktem wyjscia do wytwarzania sieci poli(2-izopropenylo-2-oksazolinowych) byta synteza sa-
mego polimeru (opisana w pracy P1) oraz odpowiednich linkerow dikarboksylowych HOOC-
poli(tlenek etylenu)-COOH (opisana w pracy P1) oraz HOOC-polilaktyd-COOH i HOOC-polikapro-
lakton-COOH (opisana w pracy P2). Wykorzystana przez Doktoranta metoda stanowi rozwiniecie
metody sieciowania poli(2-izopropenylo-2-oksazoliny) alifatycznymi kwasami dikarboksylowymi
0 roznej dtugosci zaproponowanej przez Jerca et al. (Mater. Horizons 2020, 7 (2), 566-573,

https://doi.org/10.1039/c9mh01401b). Badania ujete w pracy doktorskiej zaplanowano bardzo

starannie i konsekwentnie wykonano, co pozwolito uzyska¢ dobrze scharakteryzowane nowe ma-

teriaty o wtasciwosciach wskazujgcych na mozliwos¢ ich wykorzystania w praktyce.

Publikacja P1 (Soft Matter, 2021, 17, 10683-10695) dotyczy syntezy i charakterystyki sieci poli-
merowych opartych na poli(2-izopropenylo-2-oksazolinie) (PiPOx) oraz di-karboksylowym polie-
terowym linkerze (HOOC—PEO—COOH).

W pierwszym etapie otrzymano poli(2-izopropenylo-2-oksazoline) metoda polimeryzacji rodni-
kowej i szczegotowo scharakteryzowano polimer. Potwierdzono jego strukture ('H NMR, C
NMR) i wyznaczono mase molowg. Nastepnie otrzymano polimerowy linker oparty na PEO
(HOOC-PEO-COOH) w reakcji enzymatycznej z uzyciem bezwodnika bursztynowego z wykorzysta-
niem Candida antarctica lipase B. Hydrozele PiPOx-PEO otrzymano w wyniku reakcji addycji po-
migdzy bocznymi pierscieniami w taricuchu polimeru i koncowymi grupami karboksylowymi lin-
kera. W trakcie sieciowania dodatkowo wprowadzono zwigzki matoczgsteczkowe o potencjale
przeciwbakteryjnym, ktére byty kowalencyjnie zwigzane z faricuchem gtéwnym (kwas benzoe-
sowy, kwas cynamonowy) lub byty umieszczane w sieci bez kowalencyjnego potaczenia (euge-
nol). Otrzymane hydrozele analizowano z wykorzystaniem 3C NMR CP MAS i ATR FT-IR potwier-
dzajac ich oczekiwang strukture. Wyznaczono frakcje nierozpuszczalng i zbadano stopien pecz-

nienia sieci, ktory przekraczat 140%, przy jednoczesnym zachowaniu integralnosci sieci.

Zbadano wtasciwoéci mechaniczne i reologiczne hydrozeli. Wartosci modutu elastycznoéci $wiad-
czg o dobrych wtasciwosciach mechanicznych hydrozeli nawet przy znacznej kompresji. Réwniez
badania reologiczne pokazaty, ze hydrozele PiPOx-PEO wykazujg wystarczajgca stabilnoé¢ dla ich

ewentualnych zastosowan praktycznych.

Oceng aktywnosci przeciwbakteryjnej hydrozeli przeprowadzono w stosunku do pieciu typow
bakterii. Niestety kwas benzoesowy i kwas cynamonowy przytgczone kowalencyjnie do usiecio-

wanych tancuchow nie wptywaty na aktywnos$¢ antybakteryjng hydrozeli. Jedynie rozproszony



w sieci eugenol uwalniany z niej w takcie badan poprzez dyfuzje wykazuje dziatanie antybakte-
ryjne. Jak pisza autorzy w pracy P1, w kolejnym etapie zamierzaja oni przeprowadzi¢ bardziej

systematyczne badania wtasciwosci przeciwbakteryjnych hydrozeli.

Czy Doktorant sadzi, ze wtasciwosci hydrozeli mogg by¢ zoptymalizowane poprzez zmiane pro-
porcji PiPOx i HOOC-PEO-COOH, ilosci zwigzkéw przeciwbakteryjnych oraz czas sieciowania. Czy
byty lub sg planowane jakies badania dotyczace biokompatybilnosci i toksycznosci hydrozeli
wzgledem komoérek, wobec ktérych hydrozele mogtyby by¢ wykorzystane. W zasadzie tylko sieci
PiPOX-PEO napetnione eugenolem niosg mozliwo$é praktycznego wykorzystania. Nie wiadomo
jednak, i to stwarza dalsze pole badan, jak materiat zachowuje sie pod wptywem czynnikéw éro-

dowiskowych (np. enzyméw, zmiennego pH, jondw).

Kolejna publikacja P2 (Soft Matter, 2023, 19, 6987-6999) stanowi rozwiniecie poprzedniej kon-
cepcji. Do fancuchow PiPOx Doktorant przytgczyt polilaktyd lub polikaprolakton o réznej masie
molowej i 0 matej dyspersyjnosci przez sprzeganie koricowych grup karboksylowych poliestréw
z bocznymi pierscieniami w tanicuchu polimeru. Zmieniajac stosunek linkeréw do pierscieni oksa-
zolinowych uzyskat materiaty o réznym stopniu usieciowania. Zastgpienie hydrofilowego PEO
bardziej hydrofobowymi linkerami poliestrowymi pozwolito na kontrole hydrofobowosci seg-
mentow sieci i uzyskanie materiatéw amfifilowych peczniejacych w wodzie i wykazujgcych znacz-
nie wigkszy stopien specznienia w rozpuszczalnikach organicznych. Przeprowadzono komplek-
sowg charakterystyke materiatow ustalajgc wptyw sktadu i parametréw sieci na ich zachowanie.
Wyznaczono zawartosc frakcji nierozpuszczalnej, zbadano pecznienie, wtasciwosci mechaniczne
I termiczne sieci. Wykorzystujac termograwimetrie okreslono przebieg degradacji termicznej
a tym samym stabilno$¢ termiczng sieci. W pracy potwierdzono takze biozgodno$¢ sieci w bada-
niach MTT wobec mysich fibroblastéw. Opisana charakterystyka polimerdéw i otrzymanych mate-
riatow daje podstawe do dalszego rozwoju tych systeméw oraz kontrole i optymalizacje ich pa-

rametrow strukturalnych i funkcjonalnych.

Zaprojektowany materiat zawierat poliestrowe bloki degradujgce, co jest istotne w kontekscie
zastosowan w medycynie. Sama degradacja faricuchéw poliestrowych w sieciach w warunkach
fizjologicznych nie byfa jednak badana. Czy Doktorant planuje takie prace szczegdlnie wobec pro-
wadzonych juz badan nad podtozami do hodowli komérek (P3 i cze$¢ 4.2.1.4) czy noénikéw lekow

opisanych w czesci 4 Autoreferatu?

Czy Doktorant mogthby wyjasnic, jak mierzona byta masa molowa poliestréw opisana w pracy P2?
Wykorzystano do tego celu zestaw chromatografii zelowej z detektorem rozpraszania $wiatfa.
Rownoczesnie wskazano na kalibracje standardami polistyrenowymi, a w tabeli 1 w publikacji P2
uwzgledniona jest korekcja masy. Wspdtczynnik korygujgcy byt po raz pierwszy wprowadzony

w pracy A. Duda, A. Kowalski, S. Penczek, Macromolecules 1998, 31, 2114, a we wskazanej w P2



pracy [48] jedynie wykorzystano takie podejscie. Bardzo prosze o uscislenie stosowanej metody

wyznaczenia masy molowej.

Czy Doktorant mogtby wskazac, ktére sieci, zawierajace PEO czy poliestry jako linkery, wykazuja
jego zdaniem korzystniejsze wtasciwosci z punktu widzenia potencjalnych zastosowan biome-
dycznych? Czy masa molowa PiPOx wykorzystanej w eksperymentach ma wptyw na wiasciwosci

sieci?

W wypadku badanych sieci PiPOx zaréwno z PEO jak i poliestrami pojawia sie pytanie o termo-
czutos¢ takich uktadow. W pracy Jerca et al. (Mater. Horizons 2020, 7 (2), 566-573,
https://doi.org/10.1039/c9mh01401b) autorzy obserwowali odpowied? sieci PiPOx na temperature

i jejzaleznosc od typu uzytego kwasu karboksylowego. W wypadku sieci PiPOx otrzymanych przez
Doktoranta takich zalezno$ci nie badano. Czy zdaniem Doktoranta objetosciowe przejscie ter-

miczne moze wystgpowac w otrzymanych zelach i jaki to moze mie¢ wptyw na ich wykorzystanie?

Otrzymywanie porowatych sieci PiPOx-poliester opisat Doktorant w publikacji P3 (Soft Matter,
2024, 20, 6655-6667). Sieci te wytwarzano z wykorzystaniem soli NaCl jako porogenu dodajgc do
nich hydroksyapatyt jako sktadnik wspierajgcy wzrost i regeneracje tkanki kostnej. Wykorzystujgc
krysztaty NaCl o réznej wielkosci oraz stosujac stosunek wagowy polimer/sdl 1:24 uzyskano ma-
teriaty o zréznicowanej porowatosci. Sktad sieci potwierdzono w pomiarach 3C CP-MAS NMR
oraz FT-IR. Zawartos¢ okoto 95% frakcji nierozpuszczalnej w materiatach wskazuje, ze obecnoéé
porogenu nie zmniejszata zdolnosci faricuchéw PiPOx-poliester do sieciowania. Badania objety
szeroky analize wtadciwosci: pomiary termograwimetryczne, pomiary zdolnoéci pecznienia,
ocene morfologii (SEM) i powierzchni poréw (BET), parametréw mechanicznych (testy $ciskania
i rozciggania) oraz cytotoksycznosci (test MTT) a takze proliferacji osteoblastéw. Porowate zele
wykazywaty znaczng zdolno$¢ absorbowania wody, powyzej 2000% zachowujac stabilng forme.
Zmierzono i porownano parametry porowatej struktury zeli wskazujgc, ze w wypadku obu sieci
PiPOx-poliester mozna uzyskac rozmiary poréw odpowiednie do stosowania zelu w rekonstrukgji
tkanki kostnej. Ponadto wykazano, ze z materiatdw mozna tworzyé rozne ksztatty o dowolnej
wielkosci. Materiaty PiPOx-PLA oraz PiPOx-PCL z hydroksyapatytem w tescie MTT wykazaty pefna
biokompatybilno$¢ wzgledem ludzkich osteoblastéw. Sledzono takze proliferacje osteoblastéow
na porowatych hydrozelach i stwierdzono stymulujgce dziatanie obu ich rodzajéw na proces
wzrostu komorek. Wyniki te dajg podstawe do dalszego rozwoju systemu w kontekscie zastoso-

wan w inzynierii tkanki kostnej.

Pewng trudnos¢ w analizie danych zamieszczonych w pracy P3 stwarzajg nie w petni jasne ozna-
czenia zeli. Sze$¢ porowatych Zzeli, trzy z PiPOx-PLA i trzy z PiPOx-PCL wytworzone z wykorzysta-
niem roznych typow NaCl redukuje sie w pracy do dwdch oznaczen. W zelach z HA wykerzysty-

wano, co mozna znalez¢ miedzy wierszami, jeden typ porofora (sél B) do badan biozgodnosci



i hodowli, a takze do wszystkich badan mechanicznych. Fakt ten nie zostat jasno opisany w czesci

eksperymentalne;.

Proces degradacji stanowi istotny element w wypadku sieci, szczegoOlnie w aspekcie biomedycz-
nych zastosowan otrzymanych porowatych hydrozeli. Czy Doktorant planuje badania degradacji

dla uzupetnienia danych?

W ostatniej czesci Autoreferatu Doktorant omawia wyniki dotychczas niepublikowane, ktére
wskazujg mozliwe obszary ich wykorzystania wytworzonych hydrozeli. Wykonano badania zasto-
sowania hydrozeli porowatych i nieporowatych poli(2-izopropenylo-2-oksazoliny) jako adsorben-
ow jonow metali i barwnikdw z wody. Stwierdzono staba zdolnoéé hydrozeli do adsorpcji, co zda-
niem Doktoranta wymaga poprawy poprzez wprowadzenie dodatkowych grup funkcyjnych zdol-

nych do oddziatywania z zanieczyszczeniami.

Wybrany porowaty hydrozel PiPOx-PLA przeprowadzono w materiat o dziataniu przeciwgrzybicz-
nym i przeciwbakteryjnym dodajac do niego kwercytyne. Badania miaty na celu wskazanie takich

hydrozeli jako mozliwych opakowan zywnosci.

Doktorant prowadzit tez badania wykorzystania sieci hydrozeli polioksazolinowych jako mozli-
wych noénikow lekéw. Do farcucha polioksazolinowego przyfaczyt kowalencyjnie probenecyd,
kwas walproinowy i ibuprofen, zbadat struktury polioksazoliny modyfikowanej lekami i oszaco-
wat sktad wytworzonych sieci PiPOx-PLA. Badania uwalnianie probenecydu z nieporowatych i po-
rowatych hydrozeli wskazuje na mozliwosci kontroli tego procesu poprzez zmiane porowatosci

nosnika.

Doktorant wykorzystat porowate hydrozele PiPOx-PLA i PiPOx-PCL jako podtoza do hodowli ro-
slin. Oceniano kietkowanie i rozwdj nasion pszenicy zwyczajnej a nastepnie ryzu i grochu na obu
podfozach wykazujac, ze rozwoj roslin w rézny sposéb zalezy dla kazdego typu rosliny od poro-

watosci i struktury sztucznej gleby.

Praca doktorska pana mgr. Bartosza Kopki stanowi wartosciowy wktad w badaniach nad synteza
i charakterystyka biomateriatoéw uzyskanych z wykorzystaniem 2-izopropenylo-2-oksazoliny oraz
wpisuje sig w aktualny trend poszukiwania réznych bioaktywnych hydrozeli. Doktorant z powo-
dzeniem zastosowat stosunkowo prostg metode ,,one-pot” do modyfikacji taricuchéw poli(2-izo-
propenylo-2-oksazolinowych) w celu wytwarzania sieci polimerowych i przytgczenia zwigzkow
bioaktywnych. Metoda sieciowania nie generuje produktow ubocznych i wymaga jedynie mini-
malnego oczyszczania materiatu - takie podejscie zwieksza mozliwo$é wykorzystania materiatu
w praktyce. Doktorant opracowat takze metode wytwarzania z otrzymanych kopolimerdw sieci

porowatych. Badania ujete w pracy doktorskiej sg dobrze przemyslane i starannie wykonane.



Dotychczasowe prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej stanowig bardzo dobry punkt
wyjscia do dalszych badan. Wiele problemdw, takze wskazanych w rozprawie przez Doktoranta,
pozostaje wyzwaniem, szczegolnie jedli uzyskane materiaty polioksazolinowe miatyby by¢ stoso-

wane praktycznie.

Do wykonania zaplanowanych badari Doktorant musiat opanowaé wiele technik eksperymental-
nych, ktore wykorzystat do przeprowadzenia charakterystyki otrzymanych polimerdw i ich sieci.
Osiggnigte przez Doktoranta wyniki, ich interpretacja i opublikowanie w bardzo dobrym czasopismie
Soft Matter swiadczy o wysokim poziomie naukowym rozprawy, a nieopublikowane badania po-

twierdzajg znaczny potencjat aplikacyjny hydrozeli poli(2-izopropenylo-2-oksazolinowych).

Na podkredlenie zastuguje takze aktywno$¢ Doktoranta w publikowaniu rezultatéw badan.
Oprocz czterech prac wymienionych jako podstawa rozprawy doktorskiej, pan mgr Kopka jest
wspotautorem dwaoch innych publikacji. Jest takze wspétautorem 9 ustnych komunikatéw i sied-
miu posterow. Podzigkowania dla NCN (National Science Centre, Poland, Grant No.
2020/37/B/ST5/03302), zamieszczone we wszystkich 4 publikacjach wiaczonych do rozprawy
doktorskiej ~wskazuja, ze Doktorant aktywnie uczestniczyt w realizacji  grantu
2020/37/B/ST5/03302.

Uwagi zawarte w recenzji w zadnym stopniu nie zmieniajg bardzo pozytywnej oceny pracy,

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca mgr. Bartosza Kopki spetnia wy-
magania okreslone w art. "art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.(Dz.U. 2018 poz. 1668, z pdzn.

zm.) Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" i zwracam sie do Rady Naukowej Centrum Badan Mo-
lekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi o dopuszczenie mgr. Bartosza Kopki do dalszych

etapow postepowania o nadanie stopnia.

Duza merytoryczna wartos¢ ocenianej pracy, krotki czas jej powstania, wyniki opublikowane
w bardzo dobrych periodykach naukowych oraz aktywnoéé konferencyjna Doktoranta stanowi

w moim przekonaniu przestanki do wnioskowania o wyrdznienie pracy.
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