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Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr. Katarzyny Gajos zostata wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Budkowskiego oraz dr hab. Jakuba Rysza na Wydziale
Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej (Uniwersytet Jagiellotiski w Krakowie).

Praca dotyczyla zastosowania szeregu metod do oceny struktury i wiasciwosci
powierzchni oraz wzoréw makromolekularnych, ktorych charakterystyka bedzie prowadzic¢
do zoptymalizowania procesu ich wytwarzania do zastosowan biotechnologicznych.

W ostatniej dekadzie, nowe technologie umozliwily prowadzenie badan na poziomie
pojedynczych komorek czy nawet czasteczek. Dzigki uzyskanym wynikom, coraz czesciej
tworzone sg réznorodne systemy detekcji zwiazkoéw, ktore dzialaja w oparciu o zjawiska
elektryczne, optyczne, mechaniczne, chemiczne czy biologiczne. Przykladem sa miniaturowe
uklady typu ,lab-on-a-chip”, ktére pozwalaja na wykonanie wielu oznaczen laboratoryjnych
na powierzchni o wielkosci kilku centymetrow kwadratowych. Stosowane sg plytki
krzemowe, szklane lub polimerowe zawierajace miniaturowe kanaty, studzienki, komory i
przestrzenie reakcyjne. W projektowaniu uktadow ,lab-on-a-chip”, kluczowym elementem
jest poznanie struktury i wlasciwosci powierzchni, ktéra postuzy do identyfikacji wybranej
substancji chemicznej czy biologiczne;. W szczegodlnosci, wykorzystanie przeciwciat
monoklonalnych do modyfikacji powierzchni wymaga zachowania ich biologicznej
aktywnosci poprzez zapewnienie im odpowiedniej konformacji umozliwiajacych selektywne
oddziatywanie w wykrywang substancja. Ze wzgledu na zlozone dziatanie takich
mikrouktadéw, projektowanie powierzchni wymaga wykorzystania wiedzy z réznych czgsto
tematycznie odleglych dziedzin takich jak fizyka czy biologia. Badania prowadzone przez
Panig mgr Katarzyng Gajos wpisuja sie w gléwny nurt badawczy nad ultra-czulymi sensorami
wrazliwymi na substancje chemiczne i biologiczne. W swojej pracy, Pani mgr Katarzyna
Gajos skupita si¢ nad dwoma klasami powierzchni tj. powierzchniami szczepionymi
lancuchami polimerowymi oraz powierzchniami pokrytymi warstwami czasteczek
umozliwiajagcymi rozpoznawanie molekularne. Tytut pracy ..Structure and properties of
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macromolecular surfaces and patterns for biotechnological applications” w pehi
odzwierciedla jej zawartos¢, réwnoczesnie wskazujac, ze poruszona tematyka badawcza jest
umiejscowiona w domenie nauk interdyscyplinarnych o duzym znaczeniu praktycznym.

Warto podkresli¢, ze zadania badawcze pracy doktorskiej byty realizowane w oparciu
o wspolprace miedzynarodows, co wskazuje na bardzo dobre przygotowanie doktorantki do
pracy w zespole o réznorodnych kwalifikacjach.

Rozprawa doktorska jest napisana w jezyku angielskim na poziomie umozliwiajacym
czytelnikowi zrozumienie tematyki i znaczenia prowadzonych badan. Gléwna czesé pracy
zostata ona podzielona na cztery czesci. W pierwszej czesci “Introduction” opisany zostal
stan wiedzy dotyczacy sposobow modyfikacji powierzchni. Druga cze$¢ “Surface
characterization techniques” zawiera zwigzly opis metod zastosowanych do oceny struktury i
wlasnosci powierzchni tj. mikroskopie sil atomowych (AFM), mikroskopie fluorescencyjna,
spektroskopie elipsometryczna, spektroskopie fotoelektrondéw w zakresie podczerwieni
(XPS), oraz spektrometrie mas jonow wtomych z detektorem czasu przelotu (ToF SIMS). W
trzeciej czescl “Results” opisane sa uzyskane wyniki z odnosnikami do artykutow naukowych
stanowiacych material pracy doktorskiej. Gléwna czgs¢ pracy jest poprzedzona streszczeniem
w jezyku polskim 1 angielskim oraz listg artykutdow naukowych wraz z doktadnym opisem
udzialu Pani mgr Katarzyny Gajos w realizacji zadan badawczych niniejszych artykutow
(stosowne oS$wiadczenia wspdlautoréw prac sa zamieszczone w osobnym tomie
dokumentacji). Calos¢ pracy jest podsumowana w osobnym, czwartym rozdziale
"Conclusions”. Zakonhczenie pracy obejmuje spis bibliograficzny $wiadczacy o
zaangazowaniu Doktoranta w tematyke pracy doktorskiej oraz spis uzywanych skrétow.
Dotaczone zostaly kopie artykuléw naukowych stanowigcych podstawe pracy doktorskiej
Pani mgr Katarzyny Gajos. Artykuly, zawierajace uzyskane wyniki zostaty opublikowane w
pieciu uznanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym takich jak Langmuir czy
Colloids and Surfaces B (IF w zakresie od 2.9 do 4.3). W czterech artykutach, Pani mgr
Katarzyna Gajos jest pierwszym autorem, co $wiadczy o Jej wiodgcej roli w prowadzonych
badaniach. Zalaczony spis bibliograficzny wraz ze spisami z publikacjach swiadczy o
rozleglych studiach tematu i zaangazowaniu Doktoranta w tematyke pracy doktorskiej.

Opis czesci technik stosowanych do analizy powierzchni jest klarowny i obejmuje podstawy
zastosowanych technik takich jak mikroskopia sit atomowych, spektrometria mass jonow
wtormych czy spektroskopia elipsometryczna. Zastosowanie tych technik w ocenie jakosci
powierzchni nie jest trywialne i wymagato od Doktorantki rzetelnego opanowania nie tylko
stanu wiedzy ale takze sposobow przygotowania probek w taki sposdb aby ich struktura i
aktywnos¢ biologiczna nie zostata zniszczona.

Podczas czytania pracy nasunety sie nastepujgce uwagi i pytania:

& W czedel opisujacej techniki badawcze stosowane do oceny wilasnosci powierzchni
brakuje mi opisu techniki pomiaru kata zwilzania. Tym bardziej, ze jednym z glownych
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wynikéw zawartych w artykule nr 1 jest zmiana termoczutosci obserwowanej m.in.
poprzez zmiane zwilzalnosci warstwy oligonadtlenku-POEGMA246 w zaleznosci od
wartosci pH.

® Warstwy utworzone na bazie oligonadtlenku-POEGMA246 s3 w zamierzeniu
warstwami umozliwiajacymi kontrolowane osadzanie biatek (co zostalo pokazane na
przykladzie lektyny z soczewicy). W artykule nr 1, rysunek 7 prezentuje pot-
ilosciowy opis ilosci osadzonej lektyny w zaleznosci of wartosci pH dla 32°C. Na ile
zmienia sie charakter zaleznosci intensywnosci fluorescencji od wartosci pH dla tej
samej lektyny w temperaturze 20°C.

o Wykorzystanie techniki ToF SIMS do oceny struktury chemicznej uktadéw biatkowych
nie jest proste z uwagi na brak informacji w jaki sposéb wigzka jonéw fragmentuje
warstwe utworzong z biatka. Widmo masowe uzyskane za pomocg ToF SIMS pokazuje
masy fragmentéw badanej lektyny LeH, z ktérych wynika, ze z powierzchni biatka
wybijane sa pojedyncze aminokwasy. Czy obserwowane sg takze fragmenty samych
aminokwasow ?

o Nie do konca jest dla mnie jasne, dlaczego wytwarzanie wzoréw powierzchniowych za
pomoca litografii elektronowej (artykul nr 2) moze zosta¢ wykorzystane do
zastosowan biotechnologicznych. Albumina jest wykorzystywana gltéwnie jako biatko
blokujace selektywne oddzialywania pomigdzy innymi bialkami takimi jak
streptawidyna. Ponadto albumina oddziatywuje niespecyficzne praktycznie z kazda
powierzchnig (jest wykorzystywana do tzw. pasywacji powierzchni). Osadzanie tych
dwoch biatek na wytworzonych wzorach pokazuje bardzo staby sygnat fluorescencyjny
wskazujacy na slabe oddzialywanie tego biatka z ETFE-g-PDMAEMA i ETFE-g-
QPDMAEMA. A drugie pytanie, ktére mi sig nasungto — czy tak wytworzone wzory sa
pH zalezne ?

& Stosowane techniki oceny powierzchni sg technikami stosowanymi w fizyce
powierzchni. Ich zastosowanie do oceny jakosci utworzonych powierzchni stosowanych
jako biosensory (artykuly mr 3-5) nie jest proste z uwagi na fakt, ze biatka moga
oddzialywan w sposob swoisty i nieswoisty (lub inaczej specyficzny i niespecyficzny).
Detekcja ich obecnosci na zadanej powierzchni nie niesie bezposredniej informacji o
ich aktywnosci biologicznej. Czy Doktorantka moglaby zabronowaé inne metody,
alternatywne do wykorzystanych w pracy doktorskiej, ktére mogtyby by¢ wykorzystane
do oceny aktywnosci biologicznej czgsteczek w badanych warstwach?

Praca jest zredagowana w starannie, szczegolnie w wersji angielskiej. Streszczanie napisane
w jezyku polskim brzmi do$¢ niefortunnie z uwagi na niesciste sformutowania. Z obowiazku
recenzenta pozwole sobie podac kilka przyktadow:

@ W streszczeniu napisanym w jezyku polskim razi stowo ,.charakteryzacja”. Pierwsze
zdanie streszczenia w jezyku polskim powinno chyba brzmie¢ ,,Celem niniejszej pracy
jest rozwdj metod stuzacych do charakterystyki struktury i whasciwosci powierzchni
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...... Wedlug Stownika Jezyka Polskiego PWN stowo ,,charakteryzacja” to ,,nadawanie
czyjejs twarzy i sylwetce zewngtrznych cech innej osoby, tez.: rezultat takich zabiegow;
lub akcesoria stuzqce do zmiany czyjegos wygladu zewnetrznego”. Wykorzystanie tego
stowa sugeruje, ze stosowane metody badawcze majgce na celu scharakteryzowanie
powierzchni wprowadzaja jakie§ zmiany w badanych powierzchniach.

° Zastanawia tryb pracy ToF SIMS obejmujacy wielowymiarows analize danych.

® Nie bardzo wiadomo czym s3 . manowarstwy biologicznego rozpoznawania
migdzymolekularnego”. Projektowanie biosensoréw wykorzystuje nanowarstwy biatek
czy innych substancji, z ktérych tylko jedna warstwa oddzialywuje selektywnie z
wykrywang substancja (rozpoznawanie molekularne dotyczy jednej pary selektywnie
oddziatujacych ze sobg czasteczek).

Zauwazone mniescistosci nie pomniejszaja wysokiej wartosei merytorycznej. Rozprawe
cechuje bardzo wysoki poziom merytoryczny. W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze
praca doktorska Pani mgr Katarzyny Gajos stanowi nowatorskie podejécie do badan nad
struktura i wiasnosciami powierzchni wykorzystywanymi do wykrywania réznorodnych
substancji (w tym bialek) w oparciu o zjawisko selektywnego oddzialywania molekularnego
(rozpoznawania molekularnego pomiedzy biomolekutami). Uzyskane wyniki sa cenne nie
tylko do zrozumienia zjawisk powierzchniowych wplywajacych na aktywnos$é biologiczna
substancji zastosowanych do identyfikacji poszukiwanych substancji czy czasteczek, ale takze
pomagaja spojrze¢ z innej perspektywy na badania zwigzane z projektowaniem lekow.
Niezmierna aktualno$¢ i duze znaczenie praktyczne uzyskanych wynikow podnosi wartosé
pracy. Dorobek naukowy Pani Katarzyny Gajos obejmuje 5 prac stanowigcych podstawe
pracy doktorskiej oraz pig¢ prac, ktérych wyniki nie zostaty zawarte w pracy a ktdre stanowia
poszerzenie tematyki badawczej.

Za najwazniejsze osiagniecia pracy uznaé nalezy niezwykle nowatorskie podejécie do
oceny struktury 1 wlasnosci wytworzonych powierzchni, takze wzoréw powierzchniowych.
Zastosowane techniki pomiarowe (AFM, ToF SIMS, XPS) nie sg standardowymi technikami,
dlatego tez uzyskanie cennych wynikéw wymaga duzej dojrzatosci badawczej oraz
krytycznego spojrzenia na uzyskiwane wyniki. Przedstawione wyniki sg oryginalne, posiadaja
cechy nowosci naukowej, 1 co najwazniejsze otwieraja dalsze mozliwosci badawcze. Biorac
to pod uwage wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Gajos.

W mojej ocenie, stwierdzam, ze praca spelnia wszelkie wymogi stawiane pracom
doktorskim przez ustawe o stopniach i tytule naukowym oraz przez normy akademickie i
wnosze¢ o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Gajos do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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