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Smart polymer grafted brushes for biomedical applications

Przedstawiona do recenzji praca, wykonana pod opiekg dr hab. Joanny Raczkowskiej i prof. dr hab.
Yuriya Stetsyshyna ma uktad klasyczny i obejmuje 99 stron. Rozprawa doktorska sktada sie ze wstepu,
czesci eksperymentalnej, ztozonej z siedmiu podrozdziatéw zawierajacych opisy réznych zagadnien,
podsumowania, listy skrétéw i spisu literatury, obejmujacego 137 pozycji zawierajacych numery DOI.
Z oczywistych wzgledéw praca zostata napisana w jezyku angielskim, w sposdb bardzo poprawny,
jasny i logiczny, btedy gramatyczne nalezg do nielicznych, nie majg wptywu na ogdlne, bardzo
korzystne wrazenie przy czytaniu rozprawy. Przygotowanie rozprawy w jez. angielskim jest jej
niewatpliwym atutem, gdyz sprzyja poszerzeniu grona czytelnikdw na osoby niepolskojezyczne, a
ponadto, przyczynia sie do nawigzania i rozwoju wielostronnych kontaktow naukowych oraz utatwia
dalszy rozwdj i kariere naukowsa.

Zespot na Uniwersytecie Jagielloriskim, w ktorym prowadzone sg badania, juz od dtugiego czasu
zajmuje sie poznaniem proceséw oddziatywan bioczasteczek (biatek) z powierzchniami o réznych
wiasciwosciach, w tym polimeréw i kopolimeréw o rdznej strukturze i morfologii, a takze, badan
powierzchni o wtasciwosciach samodezynfekujacych sie i powierzchniach o niejednorodnej
strukturze, np. ze szczepionymi metodg ,,0od powierzchni” polimerami hydrofilowymi i kopolimerami
amfifilowymi.

Tematyka badawcza zespotu jest bardzo aktualna i wazna, wiele rozwigzan moze znaleic
zastosowanie praktyczne, gdyz prowadzi do wytworzenia materiatdw i elementéw urzadzen do
zastosowan biomedycznych. Korzystajgc ze zdobytej w trakcie badan wiedzy, w zespole, mogg by¢
opracowane materiaty o $cisle kontrolowanych wtasciwosciach, np. odporne na adsorpcje biatek, lub
selektywnie wigzgce bioczgsteczki, o witasciwosciach kontrolowanych zmiang temperatury lub pH
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Wspomniany zespdét badaczy postuguje sie tez doskonatym, wypracowanym przez lata warsztatem
naukowym, wiedzg i zapleczem technicznym, ktdére jest niezwykle przydatne w realizacji
postawionych sobie zadan, wyzwan naukowych i generalnie prac poznawczych. Opracowane metody
i techniki oraz bardzo dobra aparatura, jak réwniez, doswiadczenie badawcze i umiejetnosci
przynoszg wyniki, w postaci prac i badan poznawczych prowadzonych na swiatowym poziomie,
publikacji w renomowanych czasopismach naukowych o zasiegu $wiatowym oraz rozwigzan
praktycznych.

Przedtozona do oceny praca doktorska p. mgr Nastyshyna wpisuje sie bardzo dobrze w ogdlny nurt
badan powierzchni o niejednorodnej morfologii, w postaci naszczepionych na powierzchnie nowego
rodzaju kopolimeréw amfifilowych, przygotowanych za pomocg metod syntetycznych.

Praca doktorska jest przygotowana w zwarty i bardzo konsekwentny sposdb, czyta sie jg tatwo, co
Swiadczy o umiejetnosci postugiwania sie jez. angielskim bardzo swobodnie i zdolnosci do jasnego
przedstawienia problemu badawczego. Doktorant niejako ,prowadzi” czytelnika przez catg rozprawe.
P. mgr Nastyshyn postawit sobie ambitny cel — otrzymania tzw. szczotek polimerowych,
makroczgsteczek 4-winylopirydyny i/lub eteru metylowego i metakrylanu poli(glikolu etylenowego),
chemicznie wbudowanych jednym koricem w podtoze szklane lub naszczepionych na powierzchni
nanoczastek nieorganicznych, oraz zbadania wifasciwosci tego typu materiatdw pod katem
zastosowan biomedycznych.

Rozprawa rozpoczyna sie od krétkiego przeglagdu zagadnien poruszanych w poszczegdlnych czesciach
rozprawy, przedstawionych w klarowny sposdb.

Wstep jest krétki, ale zawiera potrzebne informacje, ktére s3 pomocne w zrozumieniu zagadnien
poruszanych w dalszych rozdziatach rozprawy, np. zmiany konformacji szczotek polimerowych
ponizej i powyzej temperatury krytycznej, w wypadku polimeréw lub kopolimeréw o nizszej
krytycznej temperaturze rozpuszczania; podstawowe informacje na temat podtozy z naszczepionymi
szczotkami polimerowymi do hodowli komérkowych i inzynierii tkankowej, a takzie podfozy
antybakteryjnych o wtasciwosciach p/drobnoustrojowych kontrolowanych zmianami temperatury;
nanoczastek o budowie typu jgdro-powtoka, z powtoka polimerowa.

W dalszej czesci rozdziatu opisane sg metody syntezy polimeréw lub kopolimeréw za pomoca
kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej, takich jak ATRP, RAFT, NMP, oraz opisane sg metody
badawcze umozliwiajgce przeprowadzenie charakterystyki powierzchni z wbudowanymi polimerami
szczepionymi od powierzchni. Opisy badan zilustrowane przyktadami z literatury, przewaznie z kilku
ostatnich lat. W tej czesci brakowato ogdlnych schematéw reakcji chemicznych, jakie sktadajg sie na
procesy opisane w tekscie. Zwiezte przedstawienie zagadnien wskazuje na dobrg znajomosc

najnowszej literatury na poruszane tematy.



W czesci eksperymentalnej, omoéwione sg kolejne etapy prac zrealizowanych w ramach rozprawy, od
opisania metod wytworzenia powtok polimerowych na podtozach ptaskich i nanoczgstkach
nieorganicznych, poprzez opisy metod instrumentalnych wykorzystanych w badaniach uzyskanych
materiatéw, dalej po opisy badan podiozy z powtokami polimerowymi i badan nanoczastek
organicznych, w celu przeprowadzenia charakterystyk otrzymanych materiatéw, a takze, opisy badan
biologicznych — hodowli komérek, badan przezywalnosci komdrek i badan biochemicznych komdrek
po inkubacji na podtozach.

Polimery naszczepione na podtozach wczesniej modyfikowanych (3-aminopropylo)trietoksysilanem
(skrot APTES) i naniesionym oligonadtlenkiem, bedgcym inicjatorem polimeryzacji 4-winylopirydyny
(pVP), eteru metylowego i metakrylanu oligo(glikolu etylenowego) o réznych stopniach polimeryzacji
glikolu (OEGMA) lub kopolimerow VP i OEGMA. W tej czesci bardzo przydatne sg dobrze zrobione
schematy postepowania i opisanych proceséw chemicznych. Opisy doswiadczen sg szczegotowe,
umozliwiajg powtdrzenie badan w innym laboratorium.

Nastepnie, Doktorant opisat metode napolimeryzowania VP lub OEGMA na powierzchni nanoczgstek
krzemionkowych z wbudowanym inicjatorem ATRP. W wypadku kopolimeréw, p. mgr Nastyshyn
rozwazyt oczekiwany stosunek segmentéw pochodzacych z VP i OEGMA w odniesieniu do uzytego
stosunku komonomerdw, stosujagc réwnanie Mayo-Lewisa i odpowiednie wspodtczynniki
reaktywnosci. Kolejne podrozdziaty poswiecone s3 wbudowaniu nanoczastek weglanu wapnia i
nanoczastek srebra w podtoza z polimerami lub kopolimerami w formie szczotek, ktére sa
syntetyzowane in situ.

Czesc eksperymentalna jest zakorczona obszernym opisem izotermicznej kalorymetrii titracyjnej do
badan oddziatywan powierzchni nanoczastek z biatkami. W tej czesci pracy duzo uwagi Doktorant
poswiecit opracowaniu metod analitycznych zastosowanych do zbadania wtasciwosci szczotek
polimerowych, szczotek polimerowych z wbudowanymi nanoczastkami, a takze, nanoczastek
nieorganicznych zawierajgcych powtoke polimerowga. Uwazam, ze wybdr metod eksperymentalnych
byt bardzo trafny oraz przygotowane opisy, tacznie z fotografiami aparatury badawczej, Swiadczg o
dobrej znajomosci metod analitycznych i umiejetnosci wyboru zestawu metod do uzyskania
odpowiedniej informacji na temat badanych materiatéw.

Rozdziat Ill poswiecony jest scharakteryzowaniu podtozy z wbudowanymi taricuchami polimerowymi
w celu wykorzystania w postaci materiatdw do hodowli komérkowych. Charakterystyka podtozy z
pVP, kopolimerem VP i OEGMA oraz pOEGMA obejmowata badania SIMS-toF, AFM, elipsometrie
oraz cykl badan aktywnosci metabolicznej komérek krowiej granulozy i komplekséw oocyte-cumulus
zaadsorbowanych na podtozach polimerowych. Rezultaty badan dostarczyty informacji na temat
morfologii uzyskanych szczotek, gestosci upakowania taricuchow polimerowych, grubosci warstw

polimerowych w stanie suchym i po inkubacji materiatéw w wodzie. Analiza ilosciowa obu rodzajéw
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komodrek zaadsorbowanych na powierzchniach polimerowych wykazata zmniejszenie liczby komorek
na powierzchni pVP i pPOEGMA po 48 h inkubacji, natomiast wzrost liczby komérek byt obserwowany
na powierzchni kopolimeru p(OEGMA-co-VP), co sSwiadczyto o uzyskaniu podtoza sprzyjajgcego
wzrostowi badanych komédrek. Ponadto, rezultaty badan wychwytu tlenu wykazaty, ze w wypadku
obu rodzajéw komodrek, podtoza ze szczotkami z kopolimeru VP i OEGMA spetniajg warunki materiatu
do hodowli komérek przydatnych w zoologii. Z kolei, podtoza ze szczotkami pOEGMA i pOEGMA
zawierajgcymi nanoczastki weglanu wapnia zostaty zanalizowane pod katem przydatnosci do hodowli
3 rodzajéw komdrek ludzkiej skory, komdrek nowotworowych melanoma i osteoblastow.
Wymienione podtoza okazaty sie niecytotoksyczne wobec komdrek prawidtowych skéry i melanoma,
oraz reakcja komadrek na obecno$é nanoczastek wskazywata na silng zalezno$¢ od ich rodzaju.
Podobnie, jak w wypadku wybranych szczotek polimerowych do badan adsorpcji i wzrostu komoérek,
podtoza ze szczotkami pOEGMA i pVP zawierajgcymi nanoczastki srebra, zostaty wyselekcjonowane
przez Doktoranta w celu uzyskania powierzchni o witasciwosciach bakteriobdjczych, kontrolowanych
selektywnie zmianami temperatury otoczenia. Aktywnos$c¢ przeciwbakteryjna kontrolowana zmianami
temperatury zostata testowana wobec bakterii Gram dodatnich (Staphylococcus aureus) i Gram
ujemnych (Escherichia coli). Dodatkowo, zostaty przeprowadzone badania przezywalnosci i
namnazania komodrek ludzkich na podtozach ze szczotkami z pOEGMA i pVP zawierajgcych
nanoczastki srebra.

Rezultaty badan zaleznosci katéw zwilzania wodg powierzchni polimerowych pOEGMA i pVP, nie
zawierajgcych i zawierajgcych nanoczastki srebra, ujawnity termoczuto$¢ wszystkich analizowanych
podtozy polimerowych. Wymienione warstwy polimerowe wykazaty temperature krytyczng, powyzej
ktorej, kat zwilzania byt znacznie wiekszy i Swiadczyt o wzroscie hydrofobowosci pwierzchni. Ponadto,
p. mgr Nastyshyn przeprowadzit petng charakterystyke ,szczotek” pOEGMA i pVP na podiozach,
zbadat zaleznos$¢ grubosci powtoki polimerowej od czasu polimeryzacji, okreslit temperature
krytyczna, zbadat morfologie powierzchni szczotek, szorstkosé¢, przed i po osadzeniu nanoczastek
srebra za pomocg AFM, a takie zbadat samorzutne uwalnianie nanoczastek srebra z warstwy
pOEGMA w wodzie. Rezultaty badan wykazaty, ze jedynie jony srebra uwalniajg sie z warstw
polimerowych w dtugim czasie, ale ostatecznie nie wiecej niz 35 % ich pierwotnej ilosci (zmierzonych
po 55 dniach inkubacji podtozy ze szczotkami w wodzie).

Doktorant wykazat, ze szczotki polimerowe zawierajgce czastki srebra wykazaty bakteriobdjczosc
wobec bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych w temp. 37°C, czyli temp. wyiszej niz temp.
krytyczna. Testowane podtoza okazaty sie nietoksyczne wobec ludzkich komoérek skéry w wypadku
krotkich czaséw ekspozycji. Biorgc pod uwage potencjalnie duze mozliwosci wykorzystania podtozy
ze szczotkami polimerowymi pOEGMA i/lub pVP z nanoczgstkami srebra, w laboratoriach

biomedycznych, w postaci powtok powierzchni i sprzetdw stosowanych w podwyzszonych
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temperaturach, jako materiatéw biobdjczych w temp. 37 °C, uwaiam, Ze jest to jedno z
najwazniejszych osiggniec pracy p. mgr Nastyshyna.

Ostatni rozdziat pracy jest poswiecony badaniom oddziatywan nanoczastek krzemionki z powtoka
polimerowg z pOEGMA, pVP lub p(OEGMA-co-pVP) z biatkami modelowymi, HSA, IgG, fibrynogenem,
rozcienczonym i nierozcieniczonym osoczem ludzkim za pomocy izotermicznej kalorymetrii
titracyjnej, w temperaturach ponizej i powyzej temperatury krytycznej kazdego polimeru/kopolimeru
powtoki nanoczgstek. Opisany cykl badan kalorymetrycznych jest bardzo interesujacy, gdyz ma duze
walory poznawcze i dostarczyt wiele nieoczekiwanych wynikéw. Na przykfad, brak oddziatywan
Immunglobuliny G wobec powtoki nanoczgstek ztozonej ze szczotek kopolimeru p(OEGMA-co-VP) w
réznych stosunkach molowych w 10 °C, a takze, brak oddziatywari 1gG z powtokg nanoczgstek z
pOEGMA w temp. 37 °C, brak oddziatywan fibrynogenu z powtokg z kopolimeru p(OEGMA-co-VP) w
stosunku 1:3, podczas gdy przy innych stosunkach molowych tych kopolimerdw, interakcje 1gG z
nanoczastkami miaty miejsce. W wypadku analizowanych biatek, adsorpcja na nanoczastkach z
powtokg z kopolimeru pOEGMA-co-pVP zachodzita w procesie entropowym lub entalpowym ze
wzrostem udziatu winylopirydyny w kopolimerze i wzrostem hydrofobowosci powierzchni, w temp.
37 °C, tj. powyzej temp. przejscia fazowego. Z kolei, ta sama powtoka polimerowa byta podatna na
adsorpcje biatek w wypadku mieszaniny biatek osocza ludzkiego, w przeciwienstwie do uktadu
nanoczastki-biatko, w ktérym stosowano pojedyncze biatka.

Mimo mojej bardzo pozytywnej opinii o pracy, musze zwrdci¢ uwage na pewne zauwazone
niedociagniecia. Zgodnie z nomenklaturg opracowang przez IUPAC i zawartg w tzw. Purple Book
IUPAC (wyd. R.G. Jones, J. Kahovec, R. Stepto, E.S. Wilks, M. Hess, T. Kitayama, W. Val Metanomski.
Compendium of Polymer Terminology and Nomenclature, IUPAC Recommendations 2008, RSC
Publishing, IUPAC 2009) terminem “polimeryzacja zyjgca” (p. 3.21, str. 39) okresla sie polimeryzacje
taicuchowg, w ktérej przeniesienie taricucha i zakonczenie taricucha sg nieobecne. Zatem, jak
podano w pracy, terminem tym nie mozna okreéli¢ kontrolowanych polimeryzacji rodnikowych typu
ATRP i innych, w ktérych, w trakcie procesu nastepuje czasowa terminacja propagujacych tancuchow.
Ponadto, mimo petnego zbadania wtasciwosci uzyskanych ,szczotek polimerowych” szczepionych na
podtozu, uzyskane polimery i kopolimery nie zostaty scharakteryzowane ze wzgledu na liczbowo i
wagowo Srednie masy molowe i rozrzut mas molowych (tzw. wspodtczynnik dyspersji). Przyblizone
dane mozna uzyskaé, prowadzac polimeryzacje w roztworze, w tym samym naczyniu reakcyjnym, w
ktérym uzyskano tancuchy polimeréw wbudowane jednym koricem w podtoze. Masy molowe pVP,
p(VP-co-OEGMA) i pOEGMA zostaty umieszczone na str. 40 rozprawy, jednakze bez dodatkowego
komentarza o sposobie oznaczenia mas molowych i ich rozrzutu. Udziat molowy komonomeréw w

kopolimerze i dane dotyczace mikrostruktury makroczasteczek mozna byto uzyska¢ z analizy



odpowiednio, widm 'H i *C magnetycznego rezonansu jadrowego. W pracy bytyby takze przydatne
wzory chemiczne struktur uzyskanych polimeréw i kopolimeru p(VP-co-OEGMA).

Podsumowujac, rezultaty badan objete rozprawg wnoszg cenny wkfad w wiedze o materiatach w
tym, o podtozach ze szczotkami polimerowymi, przydatnymi do wielu zastosowan biomedycznych,
aktywnie odpowiadajgcych na bodzce otoczenia.

Praca jest nowatorska, nie tylko ze wzgledu na zaprojektowanie i zsyntetyzowanie nowego
kopolimeru i przygotowanie warstw polimerowych w postaci szczotek na podtozu statym, ale takze ze
wzgledu na zastosowanie catego spektrum metod analitycznych, SIMS-toF, XPS, AFM, SEM,
elipsometrii, goniometrii, izotermicznej kalorymetrii titracyjnej (ITC), umozliwiajgcych petne
scharakteryzowanie nowo wytworzonych powtok polimerowych na podtozu statym i nanoczastkach
krzemionki, takze w obecnosci bioczgsteczek lub komorek.

Sposdb przeprowadzenia catych cykli badan swiadczy o duzych umiejetnosciach podejmowania
trudnych wyzwan naukowych i projektowania cyklu badan prowadzgcych do uzyskania wielu cennych
informacji o badanych uktadach, a takze duzej starannosci i zwracaniu uwagi na szczegoty.
Zaproponowane rozwigzania mogg przynie$¢ konkretne korzysci w postaci zastosowan
biomedycznych podtozy ze szczotkami, jak i nanoczastek z powtoka polimerowa.

Bardzo dobry warsztat pracy badawczej, a wiec bardzo dobra umiejetnos¢ wykorzystania metod i
technik badawczych do zrealizowania celu pracy, poparte wspotpracg miedzy-zespotowy (praca
wymagata przeprowadzenia kilku cykli badan biologicznych), daty bardzo dobre rezultaty. Uzyskane
wyniki dotyczace zagadnien rozwigzanych w toku pracy doktorskiej zostaty opublikowane w kilku
artykutach, w czasopismach naukowych o zasiegu ogdlnoswiatowym, o wysokim i bardzo wysokim
wspotczynniku oddziatywania (Impact Factor). Doktorant jest wspotautorem 6 publikacji dotyczacych
bezposrednio rozprawy, w 3 z nich jest pierwszym autorem. W opublikowanych pracach wktad
Doktoranta jest znaczacy. W dorobku ma jeszcze 3 dodatkowe prace niewchodzgce bezposrednio w
sktad rozprawy. taczny IF wszystkich prac wynosi 42,551, a $redni IF/prace wynosi 4,727.

Biorgc pod uwage wszystkie aspekty ocenianej pracy, stwierdzam, ze rozprawa doktorska pana mgr S.
Nastyshyna spetnia kryteria stawiane kandydatom w Ustawie — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (t.j. Dz. U. z 2020 r. poz.85 z pdin. zm.) i zgtaszam prace do wyrdznienia. Z petnym
przekonaniem pozwalam sobie zaproponowaé Radzie Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego, aby na podstawie przedtozonej rozprawy, dopusci¢ pana magistra Svyatoslava

Nastyshyna do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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