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Recenzja

osiagniecia naukowego w formie cyklu publikacji pod tytutem ,,Adsorpcja biatek na
nosnikach polimerowych do zastosowan biomedycznych” Pani dr Anny Bratek-Skicki
W postepowaniu o nadanie stopnia doktora habilitowanego

1. Podstawowe informacje o Kandydatce

Pani dr Anna Bratek-Skicki uzyskata stopien doktora nauk chemicznych w dniu 18 czerwca 2009
roku decyzjg Rady Naukowej Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN w Krakowie.
Promotorem rozprawy zatytulowanej ,,Influence of Adsorbed Polyelectrolytes on the Kinetics of
Colloid Particle Deposition and the Topology of Their Monolayers™ byt Prof. dr hab. inz. Zbigniew
Adamezyk (rozprawa z wyréznieniem). Wedlug zalaczonej dokumentacji, Kandydatka nie ubiegata sie
wezesniej o nadanie stopnia doktora habilitowanego. W latach 2004-2006 Pani dr Anna Bratek-Skicki
byla uczestniczkg studiow doktoranckich w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN w
Krakowie. Po uzyskaniu stopnia doktora w tej jednostce odbyta staz postdoc w University College of
Dublin (2009-2010). Po powrocie do kraju, w latach 2010-2015, zajmowala stanowisko chemika
w IKiFP PAN w Krakowie. W ramach uzyskanego indywidualnego Stypendium im. Marii-Curie
pracowala jako postdoc (lata 2015-2017) a nastgpnie jako Visting Researcher (2017-2018)
w Université Catholique de Louvain. Poczawszy od roku 2018 do chwili obecnej jest zatrudniona na
stanowisku Senior Postdoctoral Researcher w belgijskim uniwersytecie Vrije Universiteit Brussel. Pani
dr Bratek-Skicki jest jednoczesnie pracownikiem Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN

im. Jerzego Habera w Krakowie (Grupa Badawcza Adsorpcja/Koloidy).
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2. Obowiazujace przepisy

Wedlug obowigzujacej ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie WYZSZym i nauce,
Art. 291.1. Stopien doktora habilitowanego nadaje si¢ osobie, ktora:
1) posiada stopien doktora;
2) posiada w dorobku osiggnigcia naukowe albo artystyczne, stanowiace znaczny wklad w rozwoj
okreslonej dyscypliny, w tym co najmniej (w odniesieniu do Kandydatki):
b) 1 cykl powigzanych tematycznie artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach
naukowych lub w recenzowanych materiatach z konferencji miedzynarodowych, ktére w roku
opublikowania artykutu w ostatecznej formie byly ujete w wykazie sporzadzonym zgodnie

z przepisami wydanymi na podstawie art. 267 ust. 2 pkt 2 lit. b.

3. Informacje o ocenianych osiagnieciach naukowych

Osiagnigciem naukowym Kandydatki stanowiacym podstawe do ubiegania sie o nadanie stopnia
doktora habilitowanego jest cykl powigzanych tematycznie artykulow naukowych, o ktérych mowa
w punkcie b) Art 291.1.1 ustawy. Cykl ten zatytulowany jest , Adsorpcja bialek na nosnikach
polimerowych do zastosowan biomedycznych” i obejmuje jedenascie artykutéw o sumarycznym 5-
letnim wspétezynniku Impact Factor réwnym 60,513. Wspomniane prace opublikowane zostaty
na famach czasopism, takich jak Langmuir (H1, H2, H9) , Current Topics in Medicinal Chemistry (H4,
H5), Colloids and Surfaces B (H3), Soft Matter (H6), Nanoscale (H7), ACS Nano (H8),
Biomacromolecules (H10) i Polymers (H11). Cytowane byly tacznie 176 razy (150 raz bez cytowan
wlasnych). Czasopisma, w ktorych wyniki swych badan opublikowata Kandydatka sg jednymi
z najwazniejszych periodykow w zakresie chemii fizycznej zjawisk miedzyfazowych, nanotechnologii,
chemii polimeréw i chemii medycznej. Charakteryzuja si¢ wysokim lub bardzo wysokim
wspolczynnikiem IF, tj: Langmuir — 4,416; Current Topics in Medicinal Chemistry — 3,632; Colloids
and Surfaces B — 4,226; Soft Matter - 3,957 (nie jak podaje Autorka 3,632); Nanoscale - 7,713; ACS
Nano - 13.951; Biomacromolecules - 5.775 i Polymers - 3,636. Wedlug informacji podanych
we wniosku i o$wiadczen wspétautorow, udziat Pani dr Anny Bratek-Skicki w opracowaniu publikacii
wynosit odpowiednio: 40% (H7, H8), 50% (H1), 55% (H2, H3, H4), 65% (H5), 70% (H6), 80% (HO,
H10) 1 100% (H11). Kandydatka wystepuje jako pierwszy autor w pracach H2, H3, H4, H6, H9, H10
i HI1 i jako autor korespondujacy w pozycjach H4, H9 i H10. Biorac pod uwage liczbe wspétautoréw

tych prac (od 2 do 6), zestawione powyzej dane pozwalaja mi stwierdzié, ze wkiad Pani dr Anny



Bratek-Skicki w przygotowanie publikacji cyklu byt dominujacy i pelnita Ona wiodaca role
w realizacji badan.

Catkowity dorobek naukowy Pani dr Anny Bratek-Skicki obejmuje 22 pozycje, w tym 19
artykulow naukowych z bazy Journal Citation Reports, jeden rozdzial w monografii (pozycja A, str.
54) oraz dwie publikacje w czasopismach nie majgcych wspolczynnika IF (pozycje 2 1 3, str. 53). Pigé¢
z tych artykuléw zostato oblikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora a sze$¢, nie ujetych w cyklu
prac HI-H11, po uzyskaniu tego stopnia. Sumaryczna punktacja IF wspomnianych 22 pozycji wynosi
94,786, klasyfikacja MNiSW daje w sumie 709 punktow. Prace te byly cytowane lacznie 385 razy
(315 razy bez cytowan wiasnych). Indeks Hirscha Autorki rowny jest 12.

Tematyka laczaca prace cyklu jest szeroko rozumiana adsorpcja bialek na powierzchniach
polimerowych. Z praktycznego punktu widzenia zagadnienia z tego obszaru nauki majg fundamentalne
znaczenie dla rozwoju wspdlczesnych metod diagnostyki medycznej i analityki biomolekut,
wytwarzania implantow biomedycznych, projektowania lekéw i nosnikéw ich dostarczania. Adsorpcja
bialek na powierzchniach ciat statych, w tym na powierzchniach polimerow, jest zjawiskiem bardzo
skomplikowanym ze wzgledu na ztozona budowe tych czasteczek. Obecnosé i ekspozycja roznych
grup funkeyjnych, zalezna od konformacji bialka, sa czynnikami, ktére w silny sposdb warunkujg
zlozone oddziatywanie biomolekut z podlozem. Co wigcej, zmiany konformacyjne, zarbwno w fazie
objetosciowej jak i te zachodzace pod wplywem adsorpcji moga w znacznym stopniu zmieniad
aktywnos$¢ biologiczng i wlasciwosci fizykochemiczne biatek. Wszystkie te zjawiska utrudniajg
zrozumienie mechanizméw interakcji biatek i powierzchni materialéw takich jak polimery organiczne,
krysztaly metaliczne, grafit i inne substraty nieorganiczne. Z tych wlasnie przyczyn, zaawansowane
badania eksperymentalne i teoretyczne adsorpcji biatek sa niezbedne do wyjasnienia i przewidywania
odpowiednich procesow zachodzacych na granicy faz ciecz-ciato state. Cykl prac H1-H11 doskonale
wpisuje si¢ w ten trend, ilustrujac wysitki Kandydatki, ktére podjeta w celu opracowania nowych
metod immobilizacji bialek na powierzchniach ciat stalych. Wybér tej tematyki uwazam, za dobrze
uzasadniony, majgc na uwadze potencjalne zastosowania badanych ukladéw oraz szeroki aspekt
poznawczy podjetych badan.

Najwazniejsze wyniki badan Autorka zamiescita w dziewieciu pracach oryginalnych HI1-H4
1 H7-H11 i dwéch artykulach przegladowych H5 i H6. W pierwszej z oryginalnych publikacji
skoncentrowata si¢ na opisie adsorpcji fibrynogenu wolowego na powierzchni mikrosfer
polimerowych PS. Do swych badan wykorzystala pomiary ruchliwosci elektroforetycznej sfer
polimerowych, na ktérych, przy zadanym pH i sile jonowej roztworu, adsorbowat si¢ fibrynogen. Do
analizy badanych uktadow uzyte zostaly ponadto pomiary wspotezynnikow dyfuzji za pomoca techniki
dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) oraz mikroskopia sil atomowych (AFM) - w celu

posredniego okreslenia stopnia pokrycia sfer przez fibrynogen. Wyznaczone wilasciwosci dyspersji
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fibrynogenu i sfer polimerowych postuzyty do okreslenia zaleznosci ruchliwosci elektroforetyczne;j
bialka i $rednicy hydrodynamicznej mikrosfer polimerowych w funkeji pH i sity jonowej. Waznym
wynikiem tego etapu badan bylo wyznaczenie wplywu pokrycia powierzchni sfer na wielko$é
potencjalu  w badanych ukfadach. Powiazanie tych wielkoéci to oryginalna metoda umozliwiajgca
badanie adsorpcji bialek na sferach polimerowych w oparciu o mierzone wartosci potencjatlu C.
Autorka wykazala przy tym ograniczonag stosowalno$¢ modelu Gouy-Chapmanna i zaproponowala
dwuetapowy mechanizm adsorpcji czasteczek fibrynogenu: w orientacji przypadkowej dla niskich sit
jonowych roztworu i w orientacji plaskiej dla wyzszych sil jonowych i wyzszym pH. Wyniki
analogicznych badan, dotyczacych adsorpcji fibrynogenu ludzkiego, opisane zostaly w drugiej pracy
cyklu H2. Tutaj gléwnym celem Kandydatki bylo opisanie efektéw wywolanych zmienng sitg jonowa
roztworu biatka, kontrolowang stezeniem NaCl. Zestaw rezultatéw eksperymentalnych, podobnych
do tych przedstawionych w pracy Hl (np. odpowiednie zaleznosci potencjalu €) pozwolit
na sformulowanie intersujacych wnioskéw dotyczacych mechanizmu adsorpcji  fibrynogenu
w warunkach zmiennej sity jonowej. W szezegolnoscei, byly to: istotny wzrost maksymalnego pokrycia
mikrosfer ze wzrostem sily jonowej oraz specyficzna prostopadla orientacja czasteczek biatka
odpowiedzialna za tworzenie struktury typu szczotki.

W kolejnej pracy H3 Autorka opisala wyniki szczeg6towych badan nad wptywem pH i sity
jonowej na stabilno$¢ warstw adsorpcyjnych fibrynogenu wolowego na powierzchni mikrosfer PS.
Eksperymenty przeprowadzone dla szerokiego zakresu pH potwierdzily zaproponowany wczesniej
mechanizm nieodwracalnej adsorpcji czgsteczek fibrynogenu w orientacji prostopadiej i plaskiej,
odpowiednio dla niskich i wysokich wartosci pH. Anomalny wzrost adsorpcji biatka obserwowany
przy pH réwnym 7.4 wytlumaczony zostal niejednorodnym rozktadem ladunku elektrycznego
czasteczki, ktora przy tym pH, chociaz jako calos¢ ma tadunek ujemny, to wystepuja w niej fragmenty
naladowane dodatnio — odpowiedzialne za interakcje z ujemnie natadowanym polimerem. Ten
heterogeniczny rozklad tadunku byt przedmiotem szczegétowych badan opisanych w nastepnym
artykule cyklu, H4. Zaproponowany tam rozklad tadunku w uproszczonej strukturalnie czasteczce
fibrynogenu ludzkiego w polaczeniu z modelem elektrokinetycznym 3D dat bardzo dobra zgodnosé
z wynikami eksperymentalnymi (np. potencjal { jako funkcja stezenia biatka). Dodatkowe badania
eksperymentalne przeprowadzone dla tego biatka pokazaly stabilno$é sfer polimerowych (do 30
godzin) zaréwno dla niewielkiej jaki i duzej sily jonowej roztworu. Rezultaty te uwazam za bardzo
cenne ze wzgledu na ich praktyczne znaczenie w preparatyce stabilnych nosnikéw biomolekut.
Material badawczy opisany w pracach H1-H4 podsumowany zostat w dwoéch artykutach
przegladowych H5 i H6, w ktorych swoje dane Autorka zestawila z informacjami literaturowymi
na temat adsorpcji fibrynogenu na powierzchniach cial statych. W artykutach tych opisata

najwazniejsze techniki eksperymentalne i modele teoretyczne stosowane do analizy ukladow
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adsorpcyjnych typu fibrynogen/PS oraz przedstawila zaleznosci charakteryzujace stabilnoéé tych
uktadow.

Druga grupa prac Autorki, H7-H11, dotyczy innych juz sposobéw tworzenia ukladéow
hybrydowych typu nosnik-biatko. Pierwszym z nich, analizowanym w artykutach H7 i H8 bylo
konstruowanie kompleksow biatkowo-polielektrolitowych zawierajgcych lizozym i poli(styreno-4-
sulfonian sodu) (PSS). Za giéwne osiggniecie Pani dr Bratek-Skicki w tym obszarze uznaé nalezy
opracowanie efektywnej metody wytwarzania warstwowych komplekséw zawierajacych lizozym
i matryce oparta o PSS i chlorowodorek poli(alliloaminy) (PAH). Jak pokazata Autorka, proste
kompleksy lizozym-PSS sg stabilne przez dlugi okres czasu (do jednego tygodnia) i ich rozmiar
(charakteryzowany za pomoca promienia hydrodynamicznego) jest w niewielkim stopniu uzalezniony
od pH, co jest zaletg biorac pod uwage potencjalne zastosowania praktyczne tych ukladéw.
W przypadku komplekséw wielowarstwowych, badania Kandydatki dowiodly, ze specyficzna
aktywnos¢ lizozymu wbudowanego w zlozone struktury PSS-PAH jest wyzsza w poréwnaniu
do analogicznej aktywnosci tego biatka w roztworze. Zaprezentowana mozliwo$¢ immobilizacji biatka
bez utraty jego aktywnosci biologicznej jest istotnym wynikiem, ktéry moze przyczynié sie do rozwoju
metod programowanego dostarczania lekéw i biokatalizy. Kontrolowane uwalnianie biatka
z powierzchni polimerowych staly sie przedmiotem dalszych badan Autorki, opisanych w trzech
ostatnich pracach cyklu H9, H10 i H11.

Wspomniana wyzej grupa prac dotyczy wigzania mieszanych szczotek polimerowych
na powierzchni zlota i adsorpcji bialek na tak spreparowanym podlozu. W pierwszym etapie badan
Pani dr Bratek-Skicki zajmowala si¢ synteza i charakterystykg szczotek polimerowych zbudowanych
z kwasu poli(akrylowego) (PAA) i tlenku poli(etylenu) PEO. Eksperymenty, ktére prowadzita polegaty
na pomiarze adsorpcji i desorpcji czasteczek albuminy, lizozymu oraz fibrynogenu w obecnosci
szczotek mieszanych o réznym stosunku PAA:PEO, przy roznej sile jonowej roztworu i ustalonym pH.
Wyniki zebrane w pracy H9 wykazaly, ze poprzez odpowiedni dobér skiadu fazy polimerowej
kontrolowa¢ mozna adsorpcje biatek, ograniczajac jg zupehie (szczotki PEO) lub zwiekszajac istotnie
(lizozym i albumina/szczotki mieszane). Co wigcej, dane te potwierdzily, ze proces adsorpcji
prowadzi¢ mozna w sposéb odwracalny, zmieniajac odpowiednio site jonowg w ukladzie. Konkluzje
badan Autorki w tym obszarze uwazam za bardzo cenne ze wzgledu na ich znaczenie dla rozwoju
metod wytwarzania nosnikéw biomolekul umozliwiajgcych uwalnianie sterowane przez czynniki
zewngtrzne. Podobnie istotne spostrzezenia znajdujg si¢ w kolejnej pracy H10, ktéra dotyczy uktadow
Jeszcze bardziej skomplikowanych — zawierajgcych mieszaning trzech wspomnianych biatek. Celem
jak postawita sobie w tym przypadku Pani dr Bratek-Skicki byto zbadanie mozliwosci selektywnej
adsorpcji skiadnikéw mieszaniny w zaleznosci od parametréw, takich jak sktad podloza (PAA/PEO)

1 sita jonowa roztworu. Zmierzone zalezno$¢ wykazaty miedzy innymi, ze dla niskiej sily jonowej
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zachodzi selektywna adsorpcja lizozymu podczas gdy przy wyzszej sile jonowej na szczotkach
PAA/PEO adsorbuje si¢ zaréwno lizozym jak i albumina. Koncepcja sterowanej adsorpcji biatek byla
dalej rozwijana przez Autorke w ostatniej z prac cyklu H11, gdzie znajduja si¢ wyniki dotyczace
adsorpcji bialek na szczotkach polimerowych PEO zawierajgcych dodatnio natladowany polikation.
Zaproponowane podejscie polegalo na zamianie stosowanego dotychczas modyfikatora, ujemnie
nafadowanego polianionu PAA, na lancuchy polikationu poli(2-(dimetyloamino) metakrylanu etylu)
(PDMAEMA) umozliwiajacego adsorpcje bialek anionowych. Pomiary przeprowadzone dla czterech
bialek (dodatkowo dla awidyny) wykazaly, ze na szczotkach PEQO/PDMAEMA nie adsorbujg sie
lizozym i awidyna (biatka dodatnio naladowane). Z drugiej strony, zaobserwowano silng adsorpcje
albuminy i fibrynogenu, ktora zmniejszala si¢ stopniowo wraz ze wzrostem zawartosci PEO
w szczotkach polimerowych oraz ze wzrostem masy molowej tego skladnika. Dodatkowe
cksperymenty wykonane dla desorpcji indukowanej zmiang sily jonowej pozwolily na okreslenie
optymalnego skladu szczotek polimerowych zapewniajacych catkowita desorpcje badanych bialek
anionowych. Jak juz wspomnialem, rezultaty tej czesci badan Autorki sa szczegélnie interesujace ze
wzgledu na ich poznawczy i aplikacyjny charakter.

Biorgc pod uwage przytoczone powyzej rezultaty badan Pani dr Bratek-Skicki stwierdzam,
ze stanowig one istotny wklad w rozwdj fizykochemii biatek i makrojondéw. Opinie te uzasadniaja
nastepujgce osiggnigcia Autorki dotyczace opracowania metod immobilizacji bialek i Sposobow
charakterystyki otrzymywanych ukladéw adsorpcyjnych. Sa to w mej ocenie: 1) rozwoj metodologii
pomiaréw adsorpeji biatek na sferach polimerowych z wykorzystaniem danych elektrokinetycznych,
w tym nowy sposob okreslania punktu izoelektrycznego bialek na podstawie wlasciwosci
odpowiednich ukladéw baiatko/polimer. Sposob ten pozwala na wykorzystanie mniejszych ilogci
biatka do analizy a przy tym duza precyzje pomiaru. 2) Wyjasnienie mechanizmu adsorpcji
fibrynogenu na sferach polimerowych w zalezno$ci od pH i sity jonowej roztworu. Wyznaczenie
warunkow stabilnosci badanych uktadow. Okreslenie zmian orientacyjnych czasteczek towarzyszacych
adsorpcji przy roznej sile jonowej roztworu. 3) Opracowanie metod immobilizacji bialek
z wykorzystaniem komplekséw biatkowo-polielektrolitowych. Zbadanie sposobow tworzenia sie
wielowarstwowych komplekséw przy zmiennej sile jonowej. Wykazanie wyzszej aktywnosci
enzymatycznej biatka skompleksowanego w poréwnaniu z ukladem objetosciowym. 4) Synteza
mieszanych szczotek polimerowych adsorbujacych bialka o tadunku dodatnim i ujemnym.
Zaproponowanie sposobéw kontrolowania adsorpcji przez zmiane pH i sily jonowej roztworu.
Zademonstrowanie selektywnej adsorpcji bialek z mieszanin, zachodzacej wskutek kontrolowanych

zamian parametrow Srodowiska.



4. Informacje o innych osiagnigciach Kandydatki

Pani dr Anna Bratek-Skicki byta autorka dwéch referatéw na zaproszenie, 18 komunikatow
ustnych (8 po doktoracie) i 39 prezentacji posterowych (23 po doktoracie). Wyglosita réwniez dwa
wyklady na zaproszenie. Na szczegélne podkreslenie zastuguje duza aktywnosé Kandydatki w zakresie
wspolpracy naukowej w ramach projektéw krajowych i zagranicznych. Byla Ona kierownikiem
projektu KNOW MNiSW dla miodych pracownikéw naukowych (2012-2013) i wykonawca
w jedenastu projektach finansowanych migdzy innymi przez MNiSW, Narodowe Centrum Nauki,
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (POIG) oraz instytucje zagraniczne (np. prestizowe stypendium
Marii Sktodowskiej-Curie przyznane przez Komisje Europejskg). Autorka byla opiekunem dwéch prac
magisterskich w instytucjach zagranicznych (Belgia) i pelnila funkcje promotora pomocniczego
w postepowaniu doktorskim prowadzonym przez IKiFP im. Jerzego Habera w Krakowie. Znaczaca
forma aktywnosci naukowej Autorki jest wspélpraca z otoczeniem przemystowym, to jest z dwoma
polskimi firmami produkujacymi szczepionki (BIOMED) i testy laboratoryjne (BIOMEX). Wartym
wspomnienia jest réwniez dziatalno$¢ ewaluacyjna i popularyzatorska Pani dr Bratek-Skicki,
polegajaca na ocenianiu wnioskéw NCN i Komisji Europejskiej (program Marii Sktodowskiej-Curie),
recenzowaniu artykuloéw naukowych, prezentacji popularnonaukowej badan IKiFP im. Jerzego Habera
PAN w ramach Dni Otwartych oraz udzial w podobnych przedsigwzigciach w kraju i zagranicy (np.

Forum Euro Science, UK).
5. Podsumowanie i konkluzja

Przedstawione we wniosku osiagniecia Pani dr Anny Bratek-Skicki pozwalaja mi wyrazi¢
pozytywng opini¢ odno$nie nadania Jej stopnia doktora habilitowanego. Uwazam, ze osiggniccia te sa
znaczacym wkladem w rozwdj dyscypliny nauki chemiczne i spelniajg wymagania okre$lone w art.
219 ust. 1 pkt 2 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. W szczegolnosci, sadze, ze wyniki
badan Autorki wniosku poszerzaja znaczaco wiedze o metodach immobilizacji biatek i ich
kontrolowanej adsorpcji na powierzchniach polimerowych do zastosowar biomedycznych. Wedtug
mojej oceny Kandydatka wykazala sie istotng aktywnoécig naukowa, ktéra dokumentujg przede
wszystkim jej opublikowane prace, prezentacje wynikéw na konferencjach naukowych, udziat
w projektach badawczych, wspolpraca z podmiotami gospodarczymi a takze dziatalnosé dydaktyczna
1 popularyzatorska. Biorgc pod uwage te osiagniecia wnioskuje o dopuszczenie Pani dr Bratek-Skicki

do dalszych etap6w postgpowania o nadanie stopnia doktora habilitowane go.
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