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Biomateriaty to materiaty o bardzo szerokiej gamie zastosowan. Szczegdélna role
wsrdd tych materiatdw zajmujg tzw biokoniugaty. Powstajg one na skutek potgczenia
biomakromolekut, takich jak peptydy czy biatka, z syntetycznymi polimerami. Nalezy
podkresli¢, iz biokoniugaty odgrywaja kluczowa role w tworzeniu zaawansowanych
materiatdw o okreslonych funkcjach biologicznych. Materiaty te zostaty po raz pierwszy
opracowane w celu wydtuzenia czasu krazenia biatek in vivo poprzez ochrone za pomocg
kowalencyjnie przytgczonego poli(glikolu etylenowego) (PEG), procesu znanego
obecnie jako PEGylacja.

Alternatywg sg ukifady, w ktoérych pomiedzy tarcuchem polimeru, a aktywng
czasteczky proteiny czy biatka istniejg oddziatywania natury fizycznej. Sg one réwnie
kluczowe dla rozwoju nowoczesnych terapii, diagnostyki oraz inzynierii biomateriatow.
Dzieki mozliwosci kontrolowania tych interakcji, naukowcy moga projektowacé materiaty
o ScisSle okreslonych funkcjach, ktére wspieraja zdrowie cziowieka, poprawiajg
efektywnos$¢ leczenia oraz przyczyniajg sie do postepéw w badaniach nad réznymi
chorobami.

W tym KkonteksScie przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr Natalii
Janiszewskiej, ktorej celem byto zbadanie wptywu struktury tancuchow polimerowych
na wiasciwosci uzyskanych cienkich warstw oraz ich oddziatywania z wybranymi
biatkami wpisuje sie w aktualne trendy badan dotyczacych uktadow polimer - biatko.

Co wazne Pani mgr Natalia Janiszewska udowodnita, ze struktura tancuchow
polimerowych wpltywa na wiasciwosci powierzchniowe ich cienkich warstw, a tym
samym na oddziatywania tych warstw z biomolekutami poprzez determinowanie
konformacji i orientacji biatek, ktére adsorbujg sie na badanych powierzchniach. Warto
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zaznaczy¢, ze kontrola oddziatywan na poziomie pojedynczych molekut stwarza
mozliwosci syntezy bardzo precyzyjnych materiatow funkcjonalnych.

Recenzowana praca liczy 120 stron. Uktad dysertacji jest tradycyjny. Na poczatku
Autorka przedstawita swoj dorobek naukowy, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, wykaz stosowanych skrotow oraz spis tresci. Nastepnie zawarta cze$¢
teoretyczng, po ktorej nastepuje czeS¢ eksperymentalna, w ktorej Autorka opisata
stosowane materiaty i techniki badawcze. Kolejne cztery rozdziaty poswiecone zostaty
wynikom badan wiasnych, w ktérych Pani mgr Natalia Janiszewska przeanalizowata
wptyw taktycznosci oraz architektury homopolimeréw, kopolimeréw lub blend
polimerowych na ich oddziatywania z peptydami, biatkami oraz bakteriami. W dalszych
czesciach pracy autorka zawarta podsumowanie, bibliografie oraz spis tabel i lysunkow.

Czes$¢ literaturowa, liczaca 17 stron, stanowi spéjny i przemyslany tekst.
Whprowadza ona czytelnika w ogdlng wiedze na temat polimeréw oraz ich mieszanin.
Jeden z rozdziatdw poswiecono kopolimerom, ze szczeg6lnym uwzglednieniem
kopolimeréow blokowych i metod ich syntezy. W tej czeSci znajdujg sie rowniez
informacje na temat biatek i ich struktury. Dwie kolejne sekcje omawiajg metody
immobilizacji biatek na powierzchniach oraz czynniki kluczowe dla tego procesu.
Przedstawione zagadnienia sg bez watpienia istotne dla zrozumienia wynikéw badan
opisanych w dalszej czesci pracy.

Krétkie podsumowanie uwypukla znaczenie problemu immobilizacji biatek na
powierzchniach, ktdiym w swoich badaniach zajeta sie Pani mgr Natalia Janiszewska.
Wybrane do badan polimery i kopolimery sg powszechnie stosowane, co niewatpliwie
daje solidng podstawe do dalszego rozwijania tego zagadnienia.

Odnoszac sie do tej czesci rozprawy, pragne zwroci¢ uwage na nieprecyzyjne
przedstawienie metod otrzymywania kopolimeréw blokowych. Prosze o doktadniejsze
sprecyzowanie tego zagadnienia. SzczegOlnie istotne jest podkreslenie, Zze
kopolimeryzacja nie musi zachodzi¢ w selektywnym rozpuszczalniku. Jednak w
przypadkach, gdy proces ten odbywa sie w takim Srodowisku, méwimy o uktadach typu
PISA  (Polymerization-Induced  Self-Assembly), gdzie brak mieszalnosci z
rozpuszczalnikiem obecnym w mieszaninie reakcyjnej prowadzi do samoporzagdkowania
sie uktadu podczas reakcji polimeryzacji.

Rozdziat drugi szczeg6towo opisuje materiaty oraz metody badawcze stosowane
do analizy badanych uktadéw. Materiaty zostaly scharakteryzowane pod katem ich
wihasciwosci fizykochemicznych, metod otrzymywania oraz zastosowan. W tej czesci
réwniez zwrdcono uwage na elementy nowatorskie przygotowanej rozprawy.

Do badann Pani mgr Natalia Janiszewska wybrata polimetakrylan te/7-butylu)
(P®MA), polimetakrylan metylu) (PMMA) oraz poli(styren-6-glicydol) (P(S-b-GL)).
W badaniach z udzialem P/BMA analizowata wptyw taktycznosci na immobilizacje
peptydow, biatek oraz adhezje bakterii. W przypadku PMMA, skupita sie na wptywie
stereoregularnosci tego polimeru na orientacje osadzonych biatek. Stosowata réwniez
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mieszanine PMMA oraz P/BMA. Natomiast dla kopolimeru P(S-6-GL) badata wptyw
architektury pojedynczego tancucha, stosujgc zaréwno kopolimer liniowy, jak i o
strukturze grzebieniowej.

Do badan wybrata nastepujgce biatka: surowiczg albumine wotowg (BSA),
immunoglobuline typu G (IgG), fibrynogen (Fib), owalbumine (OVA), lizozym oraz
streptawidyne (STR). BSA jest powszechnie stosowane w badaniach dotyczacych
immobilizacji biatek na powierzchni, natomiast IgG pozwala na ocene aktywnosci
zaadsorbowanych biatek. Pozostate biatka zostaty wybrane ze wzgledu na réznice w ich
rozmiarze, ksztalcie oraz punkcie izoelektrycznym.

Zawarte informacje opisujace stosowane metody badawcze z pewnos$cig utatwiajg
zrozumienie otrzymanych wynikéw, a takze pozwalajg przewidzie¢ ograniczenia
poszczegoblnych technik.

Badania wihasne i dyskusja wynikéw obejmujg cztery spdjne rozdziaty.

W pierwszym z nich Pani mgr Natalia Janiszewska opisata badania dotyczace
wpltywu trzech stereoregularnych form P/BMA na adsorpcje peptydéw i biatek oraz
interakcje warstw polimerowych ze szczepami bakterii. Podtoza z naniesiong warstwg
polimeru, uzyskane metodg spin-coating, zostaly scharakteryzowane za pomocg
mikroskopii AFM, pomiaréw Kkata zwilzania, spektroskopii fotoelektron6w oraz
spektrometrii mas jondéw wtornych. Efektywno$¢ immobilizacji substancji badanych
oceniono na podstawie wynikéw mikroskopii fluorescencyjnej, techniki ToF-SIMS oraz
spektroskopii XPS. Analiza wynikéw pokazata, iz najbardziej efektywna z punktu
widzenia oddziatywan podtoza z peptydami, biatkami oraz szczepami bakterii jest forma
izotaktyczna P/BMA. Autorka uwzglednita role oddziatywan elektrostatycznych,
mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych, czy oddziatywan hydrofobowych.

W odniesieniu do tej czesci rozprawy prosze o skomentowanie czy w przypadku
tworzenia na powierzchni obszaréw krystalicznych bedzie miato to odzwierciedlenie w
chropowatos$ci powierzchni.

W kolejnej czesci pracy Pani mgr Natalia Janiszewska zajeta sie analizg wptywu
taktycznos$ci polimeru na orientacje biatek osadzonych najego powierzchni. W tym celu
wybrata PMMA o roznej stereoregularnosci, tj. formy izo-, syndio- i ataktyczng, na
ktorych przeprowadzita adsorpcje biatka. Podobnie jak w poprzednim rozdziale, warstwy
polimeru zostaty scharakteryzowane za pomoca mikroskopii AFM, pomiarow kata
zwilzania oraz spektrometrii mas jonow wtérnych. Efektywno$¢ immobilizacji badanych
substancji oraz zmiany w orientacji i konformacji zaadsorbowanych bialek oceniono na
podstawie analizy za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej oraz techniki ToF-SIMS,
potaczonej z analizg PCA.

W tym przypadku okazato sig, ze izotaktyczna konformacja PMMA nie sprzyjata
adsorpcji biatka na badanych powierzchniach. Proces ten byt bardziej efektywny w
przypadku PMMA o syndiotaktycznej i ataktycznej konformacji tancuchéw. Efekt ten
jest o tyle nieoczywisty, iz energia powierzchniowa jest najmniejsza dla izomeru
izotaktycznego, podobnie jak w przypadku warstw otrzymanych z P/BMA.
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Prosze o komentarz czy Doktorantka rozwazyta wptyw rozpuszczalnika, z
ktérego wylewano filmy, na orientacje warstwy polimerowej. Zaktadam, ze szybko$¢
odparowywania toluenu byta wieksza niz chlorobenzenu ze wzgledu na rdznice w
warto$ciach temperatury wrzenia tych rozpuszczalnikéw.

Naturalnym rozwinieciem omawianej koncepcji badan byto zastosowanie
mieszaniny polimeréw o zrdznicowanej taktycznosci, PMMA i PffiMA. Ze wzgledu na
niemieszalnosé tych dwdch polimerdw, tworza one domeny, ktérych rozmiary zaleza od
wielu czynnikow zwigzanych zaréwno z metodg ich wytwarzania, jak i charakterystyka
molekularng polimeréw. W badaniach Pani mgr Natalia Janiszewska zastosowata dwie
techniki tworzenia cienkich warstw: spin-coating oraz horizontal dipping. Dodatkowo,
wykorzystata technike druku mikrokontaktowego do wytworzenia uporzgdkowanych
wzorow polimerowych. W kolejnym etapie badata interakcje biatek z wygenerowanymi
podtozami polimerowymi oraz analizowata ich aktywno$¢ biologiczng. Gtéwnym celem
byto stworzenie mikromacierzy biatkowych o specyficznej dystiybucji tych molekut, z
zachowaniem ich aktywnosci. Do badan otrzymanych uktadéw wykorzystano
mikroskopie fluorescencyjna, mikroskopie AFM oraz spektroskopie Ramana. Uzyskane
wyniki Doktorantka oméwita w osobnym rozdziale. Wykorzystujac separacje fazowa
badanej mieszaniny, jak i zréznicowane powinowactwo biatek do skfadnikow mieszaniny
z sukcesem otrzymata selektywne poditoza biatkowe osadzone na warstwach
polimerowych z zachowaniem aktywnosci biologicznej zaadsorbowanych biatek.

W ostatnim rozdziale opisujagcym wyniki badarnn Doktorantka przedstawita
badania, w ktorych wykorzystata kopolimery blokowe, zawierajace odpowiednio blok o
charakterze hydrofobowym, tj. polistyren, oraz blok hydrofitowego poliglicydolu o
liniowej badZ grzebieniowej topologii tancucha. W ten sposdb mozliwym byto
odniesienie sie do roli sktadu i architektury fancucha polimerowego w procesie adsorpcji
biatek na powierzchni warstw polimerowych. Synteza polimeréw zostata wykonana
przez zesp6t p. prof, dr hab. Teresy Basinskiej, PAN. Charakterystyke powierzchni
przeprowadzono za pomocg profilometrii, mikroskopii AFM, mikroskopii
fluorescencyjnej, pomiarow kata zwilzania oraz spektrometrii mas jonéw wtornych.
Naniesione na powierzchnie krzemu warstwy polimerowe eksponowano na dziatanie
wody badZ buforu PBS w celu okre$lenia ich stabilnosci oraz réznic w sktadzie warstwy
na powierzchni. Jak sie okazato inkubacja w wodzie miata duzy wptyw na oddziatywania
biatek z powierzchnig kopolimeru o budowie grzebieniowej.

Nasuwa sie pytanie czy zdaniem Doktorantki mozliwe jest, iz ilos¢ tancuchéw
tworzgcych warstwe polimerowa nie jest taka sama w przypadku liniowej i grzebieniowej
architektury tancucha, nawet jesli grubosci warstw w obu przypadkach sg podobne.
Wobec powyzszego czy moze mieé to wptyw na efektywno$é adsorpcji biatek na
badanych powierzchniach?

Dysertacje zamyka podsumowanie, w ktéiym Pani mgr Natalia Janiszewska
podkreslita swoje najwazniejsze osiggniecia wynikajace z prowadzonych badan. Warto
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zaznaczy¢, ze opisane przez Panig mgr Natalie Janiszewska badania sg nowatorskie i w
istotny sposob wzbogacajg istniejgcy stan wiedzy w zakresie adsorpcji biatek na
powierzchniach polimerowych. Uzyskane wyniki z pewno$cig otwierajg droge do
dalszego rozwoju tego obszaru badawczego.

W mojej ocenie Pani mgr Natalia Janiszewska wykonata sumienng prace
eksperymentalng, ktéra wymagata szerokiej wiedzy z zakresu chemii, fizykochemii
polimeréw oraz biologii. Wyniki jej badan stawiajg przed czytelnikiem wiele
interesujacych pytan, ktére bez watpienia przyczynig sie do dalszego rozwoju tego tematu
badawczego.

Oczywiscie w rozprawie mozna zauwazy¢ drobne btedy edytorskie, takie jak
brakujacy nawias w nazwie polimeru, niewtasciwy zapis kopolimeru (nalezy pamietac o
uzyciu pochytej czcionki w czesci nazwy dotyczacej typu kopolimeru), czy tez btedne
stwierdzenie o hydrofitowym charakterze PMMA. Sg to jednak niewielkie
niedociagniecia, ktére nie wptywajg na ocene merytoryczng rozprawy.

W swoim dorobku Pani mgr Natalia Janiszewska ma 2 publikacje, ktére wchodzg
w sktad rozprawy, ktére ukazaty sie w czasopismach o duzym wspétczynniku IF; jest w
nich pierwszym autorem. Ponadto jest rowniez wspétautorem 6 innych publikacji w
renomowanych czasopismach. Wyniki otrzymanych prac prezentowata na 6
konferencjach krajowych i zagranicznych. Uczestniczyta réwniez w realizacji trzech
projektow badawczych, w dwdch petnita role kierownika. Jest to bardzo dobry dorobek
na tym etapie drogi zawodowej.

Uznaje zatem, iz przedstawiona praca w petni spetnia wymagania stawiane
pracom doktorskim w Ustawie ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14 marca 2003 roku z pdzZniejszymi
zmianami i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie Pani mgr Natalii Janiszewskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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