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Przedstawiona do recenzji praca doktorska sklada si? z trzech niezaleznych 

rozdziaiow, ktore l^czy katalityczny potencjat otrzymanych materialow. Obejmuje 12 sekcji o 

roznej obj^tosci przedstawiony^h na 183 stronach. Doktorantka zdeeydowala si? na uklad 

pracy, w ktorym dyskusja wynikow poprzedzona jest opisem eksperymentow dla wszystkich 

trzech cz?sci pracy. Chociaz taki sposob jest preferowany w wielu czasopismach naukowych, 

w pracy doktorskiej obejmuj^cej tak zroznicowane badania (a jednoczesnie operuj^cej tymi 

samymi substancjami), zmusza czytaj^cego do wielokrotnego powracania do wybranych 

sekcji i podsekcji, aby wlasciwie ocenic eel, metodologi? i zakres przeprowadzonych badan. 

Rozdzialy rozni^ si? zakresem dyskusji. Zwiaszcza sekcja 9.3. HRP-imprinted particles jest 

uj?ta bardzo schematycznie w porownaniu z sekcja 9.2. HRP-bioimprinting - results. Prac? 

rozpoczyna Abstract, natomiast eel pracy podany jest dopiero na stronie 47 (Sekcja 6. Aim of 

the project) juz po przegl^dzie pismiennictwa (Sekcja 5. Literature review). Taki uklad jest 

akceptowalny, ale podanie celu pracy na pocz^tku dysertacji pozwala lepiej ocenic zawartosc 

cz?sci literaturowej juz podczas pierwszego czytania. Praca jest napisana w j?zyku 

angielskim, wi?c uwazam, ze powinna zawierac abstrakt w j?zyku polskim (przez analogi? do 

koniecznosci umieszczania abstraktu w j?zyku angielskim w pracach pisanych w j?zyku 

polskim). Tematyka dysertacji byla juz eksplorowana przez rozne osrodki badawcze, a 

peroksydaza chrzanowa jest cz?sto stosowana jako modelowy enzym w oznaczenia 

ilosciowych okreslonych ligandow. Niemniej doktorat zawiera szereg analiz b^d^cych 



podstawa do dalszego rozwoju syntezy materialow imprintowanych dedykowanych do 

wspomagania reakcji katalitycznych. 

Cz?sc wst?pn4 rozpoczyna opis podstawowych wiadomosci o reakcjach 

enzymatycznych, enzymach, roll jonow metali w przebiegu procesow biologicznych i 

wlasciwosciach peroksydazy chrzanowej - obiektu badan Doktorantki. Mam zastrzezenia do 

uzywania okreslenia „energy" dla funkcji G, poniewaz poprawnym terminem powinna bye 

'free enthalpy' entalpia swobodna lub potencjal termodynamiczny (dawniej). Niezr?czny tez 

wydaje si? zapis reakcji na stronie 15, w ktorym zastosowano symbol ' — • ' zamiast 

standardowo stosowanego znaku rownowagi reakcji. Nast?pna Sekcja 5.2 zawiera zbior 

informacji ogolnych o powstawaniu sladu molekulamego i wplywie na ten proces wielu 

czynnikow z uwzgl?dnieniem mozliwosci tworzenia analogow metaloenzymow technik^ 

imprintacji jako usieciowanych polimerow zawieraj^cych odpowiednio przestrzennie 

rozmieszczone wybrane grupy funkcyjne. Wst?p kohczy przedstawienie mozliwosci 

imprintacji biomolekul. W kolejnej cz?sci Doktorantka przedstawila eel projektu (Sekcja 6), 

ktory wedlug mnie powinien jednak zawierac informacje jakie problemy chcialaby rozwi^zac 

i dlaczego ŝ  istotne. Ponadto Doktorantka powinna krotko uzasadnic, dlaczego wybrala 

okreslone substancje i metody. Dziwne wydaje si? uzycie terminu hydrozele w stosunku do 

badanych polimerow. 

Nast?pnie Doktorantka podaje szczegoly prac eksperymentalnych. W swojej recenzji 

ustosunkuj? si? kolejno do odr?bnych badan skladaj^cych si? na prac? doktorsk^. 

Otrzymywanie i analiza wlasciwosci materialow o potencjale metaloenzymow 

Ciekawa problematyka, ktora juz od pewnego czasu jest rozwijana w grupie 

wroclawskiej. Badania zaplanowane prawidlowo. Niemniej podczas oceny materiatu 

napotkalam trudnosci w rozszyfrowaniu wielu istotnych szczegolow. Przepisy preparatywne 

S4 tak niedokladne, ze trudno jest stwierdzic jakie typy ukladow byly syntezowane. Vzyte 

skroty na oznaczenie polimerow nie ŝ  podane w spisie skrotow. Prosz? jeszcze raz 

przeczytac informacje na stronach 54 i 55, i sprawdzic czy latwo mozna si? zorientowac w 

skladzie faz i sposobie syntezy roznych typow polimerow powierzchniowych? Wyjasnienie 

skrotu polimeru KP pojawia si? na stronie 106 w podpisie pod rysunkiem, chociaz sam skrot 

pojawia si? wczesniej i jest waznym elementem dyskusji wynikow. Czy latwo mozna 

wydedukowac jak otrzymywane byly polimery CPl i CP2 w swietle informacji na stronie 55, 

90 i tytulach kolumn w Tabeli 15? Czy skroty KO - w/o lub KPS w/o lub KPS - SMn(II) (i 

analogiczne z Sekcji 9.4.1) nie powinny bye dodatkowo objasnione? Naprawd? trudno jest si? 

zorientowac jakie uklady sa badanel , , * 



Duzym walorem pracy jest proba okreslenia skladu polimerow poprzez analiz? 

obecnosci atomow azotu, poniewaz wielu badaczy zaklada a priori, ze ilosci poszezegolnyeh 

substancji w produkcie odpowiadaj^ skladowi mieszaniny reakcyjnej. Natomiast problemem 

jest uzywanie okreslenia grupy aminowe wraz z symbolem N H 2 , poniewaz substraty nie 

zawieraJ4 grup aminowych, a atomy azotu wyst?puJ4 w akrylonitrylu i 4-winylopirydynie. 

Doktorantka zauwazyla, ze ilosc atomow azotu w polimerze jest nizsza niz w mieszaninie 

przedreakcyjnej. Jako wyjasnienie zaproponowala polimeryzacj? anionow^ akrylonitrylu i 

usuni?cie jej produktu w trakcie przemywania ziaren polimeru. Nie s^dz?, aby w 

przedstawionym procesie syntezy istnialy warunki do polimeryzacji anionowej. Prosz? o 

komentarz. W dyskusji wynikow niektore parametry 5 4 przedstawione dla wszystkich 

ukladow, a niektore tylko dla wybranych, nawet wtedy, gdy peine dane ŝ  istotne dla 

przebiegu dyskusji (Rysunki 27-32, Rysunki 35-42 itd). Czy wszystkie polimery i jony metali 

byly analizowane jednakowo? Jezeli nie, to dlaczego? Rowniez widmo IR jest przedstawione 

tylko dla jednego ukladu. Moze celowe byloby zamieszczenie aneksu z peln^ dokumentacj^ 

wynikow pomiarow? Uwazam tez, ze Doktorantka powinna podac odnosnik do wlasnej 

publikacji w Adv. in Mat. Sci. & Eng. ID 464265, 1-9 (2013) Hindawi PC, dotycz^cej 

omawianych w dysertacji badan. Fragmenty dyskusji umieszczone ŝ  w niewlasciwych 

miejscach. Na przyklad podsumowuj^cy wniosek na stronie 109 powinien bye podany na 

kohcu rozwazan o wlasciwosciach katalitycznych stworzonych ukladow. Wnioski dotyczace 

jonow manganu nie ŝ  dobrze udokumentowane albo oznaczenia polimerow nad i pod 

Rysimkami 52 i 53 ŝ  myl^ce. Zaproponowany przebieg reakcji utleniania hydrochinonu 

(Rysunek 51) powinien bye udokumentowany (widma NMR?). Chociaz hydroksylowanie 

1,4-benzochinonu jest mozliwe, nalezaloby potwierdzic czy rzeczywiscie ma miejsce w 

badanym ukladzie. Dlaczego nie rozwazano mozliwosci powstawania innych produktow 

posrednich (pochodna monohydroksylowa, semibenzochinon)? Rowniez informacja o 

dimerach, trimerach produktu i nakladajacych si? pikach reagentow nie jest udokumentowana 

(widma UV-VIS, struktura produktow, pismiennictwo), a poniewaz stanowi prob? 

wyjasnienia nietypowych zmian st?zen podczas reakcji, jej brak utrudnia ocen? tej cz?sci 

dyskusji wynikow. Wykresy na Rysunkach 58-60 i dalszych opisane jako LH2Q [%]=f(t). 

Czy na pewno opis osi rz?dnych jest prawidlowy? Czy terminy selektywnosc produktu (SQ) i 

selektywnosc reakcji (SH2Q) S^ tozsame? (Niespojnosc z definicjami i oznaczeniami na 

stronach 64 i 65.) Wzor na wartosc SQ (SQ = CBQ,t/CH2Q,t) w mianowniku zawiera liczb?, ktorej 

wartosc d^zy do zera, a wi?c w konsekwencji SQ d^zy do nieskonczonosci. Czy nie zaszla 

pomylka we wzorze? 



Podsumowuj^c cz?sc dysertacji musz? podkreslic walory interesuj^cej 

problematyki, calosciowosc zaplanowanych analiz i ciekawe wyniki, ktore jednak wymagaj^ 

jeszcze dodatkowych badan w celu wyjasnienia wartosci wszystkich zmierzonych 

parametrow. 

Bioimprintacja peroksydazy chrzanowej (HRP) 

Ta czqsc dysertacji prezentuje nowatorskie podejscie do tworzenia miejse wi^z^cych 

w enzymach poprzez sieciowanie bialek w obecnosci wzorca zwi^zanego ze szklanym 

podlozem. Jednym z potencjalnych zastosowan produktow bioimprintacji ŝ  testy typu ELISA 

umozliwiaj^ce oznaczanie wybranych analitow. Wzorcami ŝ  zwi^zki, ktore nie sq 

substratami enzymu, a kohcowy produkt nie traci wlasciwosci enzymatycznych zyskujqc 

mozliwosc rozpoznania wzorca. Modelowym enzymem jest peroksydaza chrzanowa HRP 

zawierajqca grupy aminowe lizyny, wzorcami wankomycyna i amplicylina, a czynnikiem 

sieciujqcym pentano-l,5-dial (aldehyd glutarowy). Sqdz?, ze Doktorantka powinna zamiescic 

odnosnik do opublikowanej wlasnej pracy (Nanoscale 8, 11060-11066, 2016), w ktorej 

przedstawione cz?sc wynikow. W celu pracy Doktorantka podaje, ze wzorcami byly 3 

czqsteczki wankomycyna, ampicylina i teikoplanina (strona 47), eo nie jest zgodne z tresciq 

pracy, poniewaz teikoplanina nie byla imprintowana. 

W calej pracy rozdzialy sq podzielone sq na zbyt wiele podsekcji. Przyklady: 8.2 

Crosslinking of HRP; 8.2.1 Crosslinking procedure; 8.2.2.3 Crosslinking procedure; 8.2.1.3.1 

Optimisation of crosslinking method; 8.3.1.3.1.1 Calibration curve and washing step -

temperature and pH changes; 8.2.4.1.1.4 Washing steps; itd). Tytuly podsekcji sq mylqce, a 

oznaczenia skrotow nazw polimerow nie sq wyjasnione przy pierwszym uzyciu oraz sq inne 

niz uzyte w dyskusji wynikow (chociaz mozna domyslic si? ich znaczenia: #HRP, CL-HRP). 

Chociaz niewqtpliwie ta cz?sc dokumentuje ogrom wykonanej pracy, czyta si? jq trudno, 

poniewaz powody wyborow konkretnych dzialan (parametrow) i substancji nie zawsze sq 

jasne. W podsekcji 8.2.1.3.1.2 Crosslinking reagent podana jest informacja o syntezie 2 typow 

polimerow usieciowanych: jednego z zastosowaniem aldehydu glutarowego, a drugiego z 

zastosowaniem epichlorohydryny. W dalszych cz?sciach dysertacji nie pojawia si? informacja 

o drugim polimerze. Niestety w cz?sci obejmujqcej wyniki i dyskusj? ponownie pojawiajq si? 

szczegolowe opisy eksperymentow wraz z liniami kalibracyjnymi, tabelami. Chociaz 

dokumentujq zmudnq prac? laboratoryjnq i potwierdzajq koniecznosc optymalizacji kazdego 

etapu procedur syntetycznych i analitycznych, nie ulatwiajq recenzowania i stawiajq pod 

znakiem zapytania przejrzystosc wybranej konstrukcji pracy. 
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Kilka uwag krytycznych dotyczqcych niekonsekwencji opisow wynikow i 

przedstawionych wykresow. W sekcji 9.2.2 na stronacii 125-126 rozwazany jest wplyw 

temperatury na aktywnosc imprintowanego HRP po 24 h, 7 i 14 dniach natomiast w tekst 

wplecionajest informacja o aktywnosci po 48 i 72 h. W sekcji 9.2.3.4.1 rowniez niejasny opis 

aktywnosci HRP z wolnq i zwiqzanq z podlozem wankomycynq oraz nagle dolqczonq 

informacjq o dzialaniu ultradzwi^kow na biopolimer. Rysunki 87 i 88 rowniez sprawiajq 

problem w polqczeniu z tekstem. Sqdz?, ze opis wszystkich wykonanych eksperymentow nie 

jest konieczny - mozna dokonac krj^ycznego wyboru i usystematyzowac wyniki, a wtedy 

zyskujq na przejrzystosci i publikacje i doktoraty. Wyczerpujqcy opis opracowania procedury 

analitycznej i badania biopolimeru dotyezy biopolimeru sieciowanego w obecnosci 

wankomycyny. Natomiast brak jest informacji czy wszystkie badania powtorzono dla 

polimeru imprintowanego amplicylinq? A moze wszystkie procedury zoptymalizowane dla 

jednego analitu przeprowadzono dla iimych juz bez zmian? Mam wrazenie, ze wi?kszosc 

badan wykonano dla HRP usieciowanego w obecnosci wankomycyny, natomiast pomijanie 

tego w tytulach sekcji i w tekscie jest nieprawidlowe w swietle informacji w abstrakcie i celu 

pracy, ktore mogq sugerowac, ze peine badania wykonano dla obu biopolimerow. Dyskusja w 

sekcji 9.2.3.4.3 nie jest jasna do konca, ale jasne jest, ze usieciowanie HRP w obecnosci 

roznych molekul wzorcowych prowadzi do biopolimerow o wi?kszej aktywnosci wobec tych 

molekul. Czy legenda do Rysunku 95 jest prawidlowa? Niestararmosc opracowania legend do 

wielu rysunkow, a nast?pnie uzywanie innych terminow w dyskusji sprawia duze trudnosci w 

sledzeniu dyskusji. 

Cermym elementem pracy sq badania struktury warstw na mikroplytkach, na podlozu 

stalym i nanoczqsteczek polimerowych. Zamieszczenie Rysunkow 97, 98 oraz 104 i 105 nie 

wydaje si? celowe, a liczbowe dane z nich wynikajqce juz sq podane w tabelach. Blqd 

edytorski na stronie 155 znieksztalca poprawnosc rozumowania dotyczqcego wplywu 

ultradzwi?k6w na agregacj? nanoczqsteczek. Niestety praca doktorska zawiera wiele bl?d6w 

edytorskich: brak odwolah do wszystkich zamieszczonych rysunkow, wolne miejsca, inne 

skroty uzyte w tekscie i tabelach, ktore utrudniajq sledzenie drogi rozumowania i powodow 

podejmowania decyzji badawczych. Do podsekcji 9.2.7 (na stronie 164) opracowujqcej dane 

termodynamiczne, wkradly si? niescislosci. Sqdz?, ze wlasciwiej byloby operowac terminem 

rownanie (izobara) van't Hoffa, ktore pozwala wyznaczyc stalq rownowagi reakcji w danej 

temperaturze, jezeli znamy stalq rownowagi w innej (przy zalozeniu stalosci entalpii reakcji w 

tym zakresie temperatury). A moze jednak nalezalo rozwazac izoterm? van't Hoffa, ktora 

wiqze entalpi? swobodnq AG ze stalq rownowagi reakcji w danej temperaturze? Wtedy 



pomini?cie wplywu entropii (i wykorzystanie tylko zmian entalpii) dobrze tlumaczyloby 

roznice eksperymentalne. 

Podsumowujqc, ta cz?sc pracy udowadnia ogromny potencjal techniki imprintacji, 

ktora moze rozwiqzac wiele problemow analizy medycznej. Jednoczesnie pokazuje jak wiele 

czynnikow musi bye wzi?te pod uwag?, aby sprostac oznaczeniom uzytecznym 

terapeutycznie. 

Nanocz^steczki polimeru imprintowanego peroksydazy chrzanow^ 

Ta cz?sc pracy jest potraktowana bardzo skrotowo, chociaz pokazuje bardzo 

interesujqce zastosowanie polimerow imprintowanych jako chaperonow - 'bialek 

opiekunczych', ktore utrwalajq wlasciwe faldowanie bialek umozliwiajqc im zachowanie 

aktywnosci enzymatycznej. Zbadano rozmiary i agregaej? czqsteczek polimerowych oraz 

sprawdzono czy nanoczqsteczki mogq stabilizowac aktywnosc HRP podczas testow z 

wykorzystaniem substratu 3,3'5,5'- tetrametylobenzydyny. Porownano aktywnosc HRP w 

roznej temperaturze i przy roznym st?zeniu nanoczqstek. Szkoda, ze nie zinterpretowano 

spadku aktywnosci HRP przy najwyzszym st?zeniu nanoczqstek. 

Podsumowujqc, ta cz?sc jest 'rozpoznaniem bojem' nowej tematyki, a otrzymane 

wyniki sq bardzo obiecujqce. 

Wnioski koncowe 

Ze wzgl?du na istotnosc otrzymanych wynikow: opracowanie materialow 

drukowanych molekulamie opartych na biopolimerach i symulujqcych dzialanie 

biokatalizatorow, badanie ich struktury i wlasciwosci oraz szczegolowe zoptymalizowanie 

procedur analitycznych uwazam, ze przedstawiona dysertacja jest opracowaniem oryginalnym 

i spelnia wymagania Art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule 

naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65/2003 poz. 595 

z pozniejszymi zmianami) i przedkladam Radzie Wydzialu Chemicznego Politechniki 

Wroclawskiej wniosek o dopuszczenie Pani mgr Joanny Czulak do dalszych etapow 

przewodu doktorskiego. 
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