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Recenzja pracy doktorskiej mgr Mariki Grodzickiej pt. ,,Charakterystyka biofizyczna i
ocena wlasciwosci biologicznych polifenolowych dendrymeréw modyfikowanych

kwasem kawowym”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Mariki Grodzickiej zostata
wykonana pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. Maksima lonova petnigcego role promotora oraz
dr hab. Sylwii Michlewskiej petnigcej role promotora pomocniczego. Praca zostata wykonana
na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu t6dzkiego. Badania prowadzone w
ramach niniejszej rozprawy doktorskiej zostaty wspoffinansowane ze srodkéw pieciu grantow:
trzech grantow z NCN i dwéch grantéw z NAWA.

Ocena formalna i metodologiczna pracy
Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Mariki Grodzickiej stanowi zbiér
czterech oryginalnych powigzanych tematycznie artykutéw naukowych wysoko punktowanych
0 zasiegu miedzynarodowym opublikowanych w latach 2022-2024 w prestizowych
czasopismach. Wszystkie publikacje wchodzgce w skiad rozprawy doktorskiej sg
opracowaniami zbiorowymi, w ktorych Pani mgr Marika Grodzicka jest pierwszym autorem.
Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) publikacji wchodzgcych w skfad rozprawy
doktorskiej wynosi 21,1, a punktacja MEIN wynosi 540 pkt.

W rozprawie doktorskiej zawarto takze pozostaty dorobek publikacyjny Doktorantki, na
ktéry sktada sie pie¢ publikacji o zasiegu miedzynarodowym oraz cztery komunikaty zjazdowe.
Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) catego dorobku publikacyjnego tgcznie z
publikacjami wchodzagcymi w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 41,592, punktacja MEIN
wynosi 1030 pkt., indeks H-index (na podstawie bazy Web of Science) wynosi 2, a liczba

cytowani wynosi 18. Ponadto Doktorantka uczestniczyta w realizacji szesciu projektow
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naukowych, a w latach 2021-2023 odbyta cztery krotkoterminowe staze naukowe — dwa
krajowe i dwa zagraniczne. Doktorantka posiada rowniez dorobek w zakresie dziatalnosci
organizacyjnej i promocyjnej. Catkowity dorobek naukowy Pani mgr Mariki Grodzickiej jest

imponujacy biorgc pod uwage wczesny etap kariery naukowej Doktorantki.

W rozprawie doktorskiej zawarto rowniez os$wiadczenia wspotautorow artykutéw
wchodzgcych w sktad doktoratu, ktdre jednoznacznie wskazujg na wiodacg role Doktorantki w
realizacji prac badawczych. Udziat Doktorantki we wszystkich przedstawionych pracach
wchodzgcych w skfad rozprawy doktorskiej jest wysoki. Wkiad pracy mgr Mariki Grodzickiej
zostat okredlony w kazdej z prac w zakresie od 53% do 64%. Tak duzy udziat Doktorantki
stanowi niezaprzeczalnie podstawe do ubiegania sie o stopien naukowy doktora na podstawie
przedstawionego cyklu prac. Wszystkie publikacje stanowigce rozprawe doktorskg majg

wysokg wartos¢ merytoryczng i metodyczna.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu zawierajgcego
nastepujgce rozdzialy: wykaz skrotow, wprowadzenie, cel pracy, hipoteza badawcza,
materialy i metody, oméwienie prac wchodzgcych w skiad rozprawy doktorskiej, wnioski,
streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku angielskim, bibliografia, dorobek
naukowy, spis publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej, spis pozostatych
publikacji oraz dziatalnos¢ naukowa tj. komunikaty zjazdowe, udziat w projektach, dziatalnos¢
organizacyjna i promocyjna, petnione funkcje, staze naukowe, nagrody i wyréznienia. Ponadto
w pracy zatgczono publikacje wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej oraz oswiadczenia
wspétautoréw publikacji wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. W pracy podano réwniez
zrodfa finansowania i wymieniono instytucje naukowe krajowe i zagraniczne, z ktorymi

prowadzono wspotprace w ramach realizacji pracy doktorskiej.

Rozdziat Wprowadzenie stanowi ogdlng analize aktualnego stanu wiedzy na temat
podjetego problemu badawczego uzasadniajgc celowos¢ prowadzonych badan. W rozdziale
tym w skrécie przedstawiono podstawowe informacje dotyczgce zastosowania dendrymerow
jako nosnikow lekow i kwasow nukleinowych w terapii réznych chordob oraz wptyw koniugatow
takich jak glikol polietylenowy (PEG) i kwas kawowy (CA) na wiasciwosci biomedyczne

dendrymerow.

W pracy doktorskiej postawiono hipoteze stanowigca, ze polifenolowe dendrymery
karbokrzemowe pierwszej generacji wykazujg potencjat przeciwutleniajacy, chronig komérki
przed negatywnymi skutkami stresu oksydacyjnego, wchodzg w interakcje z albuming ludzka
i btonami biologicznymi, a takze tworzg kompleksy z terapeutycznymi siRNA i przenoszg je do
komoérek. W nastepnym rozdziale prawidtowo sformutowano cele pracy. W kolejnym rozdziale

wyszczegolniono zastosowane materiaty i metody badawcze. W pracy oceniono wlasciwosci



syntetyzowanych polifenolowych dendrymeréw karbokrzemowych pierwszej generacji
zawierajgcych w swojej strukturze kwas kawowy dotgczony do dendrymeréw bezposrednio lub
za posrednictwem PEG. Wihasciwosci i charakterystyke nowo-syntetyzowanych denrymeréw
oceniono poprzez zastosowanie fibroblastow ludzkich, linii komorkowej
niedrobnokomaérkowego raka ptuca (A549), erytrocytéw i bton erytrocytarnych izolowanych z
kozucha leukocytarno-ptytkowego zdrowych dawcoéw, liposoméw oraz albuminy ludzkiej. W
pracy wykorzystano adekwatne metody badawcze pozwalajgce na osiggniecie celu projektu.
Do metod badawczych, ktére zostaty uzyte w ramach realizacji pracy nalezg: laserowa
elektroforeza dopplera (LDE), technika dynamicznego rozpraszania s$wiatta (DLS),
transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM), spektroskopia fluorescencyjna, dichroizm
kotowy (CD), elektroforeza w Zzelu agarozowym, mikroskopia konfokalna, cytometria
przepltywowa, a takze testy in vitro. W kolejnych rozdziatach Doktorantka sprawozdaje

uzyskane wyniki badan i formutuje wnioski w czterech punktach.

Do pracy zatgczono kopie czterech powigzanych tematycznie artykutow naukowych.
Czasopisma naukowe w ktérych zostaty opublikowane artykuty majg wysoki wspétczynnik
oddziatywania, co potwierdza wysokg warto§¢ poznawczg i wysoki poziom naukowy
przedstawionej pracy doktorskiej. W zatgczonych pracach nie znajduje btedow

merytorycznych, metodologicznych czy edytorskich.

Podsumowujgc, zaprezentowana praca doktorska z zatgczonym cyklem publikaciji
posiada wysokg wartos¢ merytoryczng i metodyczng, co jest wiasciwe dla przeprowadzenia

postepowania doktorskiego.
Ocena merytoryczna pracy
Poprawnos¢ formutowania hipotez i zatlozen badawczych

Doktorantka precyzuje zatozenia i cele pracy w prawidtowy sposéb. Podstawowym
celem pracy byfa biofizyczna charakterystyka polifenolowych dendrymeréw karbokrzemowych
pierwszej generacji zawierajgcych w swojej strukturze kwas kawowy (CA) i glikol polietylenowy
(PEG). Dodatkowym celem byta ocena wiasciwosci biologicznych dendrymerdw takich jak
aktywnosS¢ przeciwutleniajgca, cytotoksycznos¢, charakter odziatywania z bftonami
biologicznymi i biatkiem osocza oraz analiza mozliwosci zastosowania tych dendrymerdw jako
nosnikow terapeutycznego siRNA. Cele pracy osiggnieto poprzez realizacje nastepujgcych
zadan badawczych: 1. Charakterystyka biofizyczna polifenolowych dendrymeréw
karbokrzemowych oraz analiza ich cytotoksycznosci i wlasciwosci przeciwutleniajgcych; 2.
Analiza oddziatywan dendrymerow z albuming ludzkg oraz btonami biologicznymi; 3. Ocena

zdolnosci dendrymerow do tworzenia kompleksow z terapeutycznymi siRNA i przenoszenia



ich do komorek; 4. Ocena skutecznosci dziatania powstatych komplekséw dendrymer/siRNA

w warunkach in vitro.

Wszystkie etapy badawcze zostaly prawidtowo zaprojektowane i zrealizowane w
kontekscie spetnienia zatozonych celéw pracy doktorskiej. Cele badawcze pracy zostaty w
petni zrealizowane z zastosowaniem szeregu metod badawczych. Dane biologiczno-
doswiadczalne zostaty starannie opisane we wszystkich oryginalnych publikacjach.
Sformutowane wnioski sg jednoznaczng odpowiedziag na przedstawione cele pracy.
PiSmiennictwo w zatgczonych publikacjach jest wiasciwie dobrane i jest bezposrednio

zwigzane z tematykg pracy.

Trafno$¢é doboru metod oraz poprawnos$é opisu uzyskanych wynikéw i

sformutowania wnioskéw

W pracy doktorskiej w sposob prawidtowy dobrano metody badawcze oraz prawidtowo
opisano uzyskane wyniki i sformutowano wnioski. W publikacjach wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskiej zastosowane metody i uzyskane wyniki zostaty szczegétowo opisane. W
pierwszej pracy wchodzgcej w sktad rozprawy doktorskiej pt. ,Heterofunctionalized
polyphenolic dendrimers decorated with caffeic acid: Synthesis, characterization and
antioxidant activity” opublikowanej w Sustainable Materials and Technologies w 2022 roku
przeprowadzono synteze karbokrzemowych dendrymeréw polifenolowych wzbogaconych o
jedng lub dwie czgsteczki kwasu kawowego dotgczonego do dendrymeru bezposrednio lub za
posrednictwem glikolu polietylenowego. Nastepnie scharakteryzowano dendrymery pod
wzgledem wiasciwosci biofizycznych oraz oceniono ich cytotoksycznos¢. Dendrymery nie
zawierajgce PEG charakteryzowaty sie wyzszym potencjatem zeta niz dendrymery z PEG. Za
pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej wykazano, ze dendrymery z PEG majg
wiekszy rozmiar niz dendrymery niezawierajgce PEG. Ponadto badane dendrymery
wykazywaty niskg cytotoksyczno$¢ zarébwno wobec fibroblastow, jak i komérek raka ptuca
(A549) oraz chronity erytrocyty przed hemolizg oksydacyjng. Co wiecej, dendrymery
wykazywaty wiekszy efekt ochronny przed uszkodzeniami spowodowanymi stresem
oksydacyjnym niz klasyczne przeciwutleniacze. Wykazano, ze dendrymer z dwiema
czgsteczkami kwasu kawowego i PEG charakteryzowat sie najlepszg aktywnoscig

antyoksydacyjna.

W drugiej pracy pt: ,A new class of polyphenolic carbosilane dendrimers binds human
serum albumin in a structure-dependent fashion” opublikowanej w Scientific Report w 2024
roku scharakteryzowano interakcje badanych dendrymeréw z biatkami surowicy. W niniejszej
pracy wykazano, ze obecnos$¢ dendrymerdw w roztworze albuminy spowodowata zwiekszenie

rozmiaru obserwowanych czgsteczek. Analiza widm dichroizmu kotowego wykazata, ze



struktura ludzkiej albuminy zostata zmieniona nieznacznie w obecnosci dendrymerdw.
Otrzymane w tej pracy wyniki wskazujg ze, dendrymery polifenolowe oddziatujg z albuming

surowicy ludzkiej, nieznacznie wptywajgc na strukture drugorzedowg tego biatka.

W trzeciej pracy pt: ,Effect of polyphenolic dendrimers on biological and artificial lipid
membranes” opublikowanej w Chemistry and Physics of Lipids opublikowanej w 2024 roku,
okreslono mechanizmy interakcji badanych dendrymeréw z btonami lipidowymi. W pracy tej
do analizy interakcji pomiedzy dendrymerami a liposomami wykorzystano techniki TEM, LDE
oraz DLS. Wykazano, ze dendrymery zawierajgce jedng reszte kwasu kawowego nieznacznie
zmienity srednice hydrodynamiczng liposomow. Natomiast obecnos¢ dendrymeréw z dwiema
resztami kwasu kawowego spowodowata istotny wzrost wielkosci nanokomplekséw. Ponadto
stosujgc technike transmisyjnej mikroskopii elektronowej pokazano, ze liposomy
skompleksowane z dendrymerami miaty zmieniony ksztatt i strukture. Dodatkowo, obecnosé
dendrymeréw powodowata zmiane tadunku powierzchniowego liposoméw z ujemnego na
dodatni. Uzyskane wyniki mogg wskazywac na elektrostatyczny charakter interakcji miedzy
badanymi skladnikami. Nastepnie w pracy tej do analizy zmian ptynnosci bton spowodowanych
obecnoscig dendrymeréw zastosowano technike fluorymetryczng z wykorzystaniem
znacznikéw fluorescencyjnych DPH i TMA-DPH. Dodanie dendrymeréw do zawiesiny bton
zawierajgcych sondy fluorescencyjne spowodowato wzrost rejestrowanej anizotropii
fluorescencji, co wskazuje na zmniejszenie ptynnosci btony zaréwno w regionie hydrofilowym,

jak i hydrofobowym.

W czwartej pracy pt: ,Polyphenolic dendrimers as carriers of anticancer SiRNA”
opublikowana w The International Journal of Pharmaceutics w 2024 roku oceniono zdolno$ci
dendrymerdw polifenolowych do tworzenia komplekséw z proapoptotyczymi siRNA (siMcl-1 i
siBcl-2) oraz zbadano efektywno$¢ przeciwnowotworowego dziatania kompleksow
dendrymer/siRNA w stosunku do komorek A549 niedrobnokomérkowego raka ptuca. W pracy
pokazano, ze wszystkie testowane dendrymery tworzyty kompleksy z siRNA, oraz chronity go
przed degradacjg w obecnosci nukleaz. Wykazano rowniez, ze kompleksy zawierajgce
dendrymery z PEG byly bardziej stabilne niz dendrymery bez PEG. Ponadto kompleksy
dendrymer/siRNA nie wykazaty cytotoksycznosci w stosunku do fibroblastéw, natomiast
zaobserwowano spadek zywotnosci komorek nowotworowych. Dodatkowo, za pomocg
cytometrii przeptywowej i mikroskopii konfokalnej wykazano, ze wszystkie badane dendrymery
skutecznie wprowadzaty siRNA do komorek nowotworowych. Do kolejnych waznych
obserwacji nalezg: zmniejszenie adhezji i hamowanie procesu migracji komorek
nowotworowych przy zastosowaniu wszystkich testowanych kompleksow utworzonych z
siMcl-1. W celu sprawdzenia, czy kompleksy dendrymeréw z proapoptotycznym siRNA

indukujg apoptoze zastosowano test podwdjnego barwienia i analizowano poszczegélne
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frakcje komérek technikg cytometrii przeptywowej. Wykazano, ze 72-godzinna inkubacja
komérek A549 z utworzonymi kompleksami przyczynita sie do zwiekszenia frakcji komorek
apoptotycznych. Otrzymane w tej pracy wyniki wskazujg ze, dendrymery polifenolowe
skutecznie dostarczajg siRNA do komoérek nowotworowych A549 i kierujg je na droge

apoptozy.

W tym miejscu nalezy zauwazyé, ze w pracy zabrakto wyjasnienia dlaczego do analiz
efektywnos$¢ przeciwnowotworowego dziatania komplekséw badanych dendrymerow z siMcl-

1 i siBcl-2 wykorzystano komorki A549 niedrobnokomaorkowego raka ptuca.
W tym miejscu nasuwa mi sie réwniez pytanie do Doktorantki:

Czy Doktorantka posiada informacje dotyczace zaburzeh ekspresji genéw Mcl-1 i Bcl-2 w linii
komorkowej A5497?

W czterech zatgczonych publikacjach oryginalnych dyskusja zostata napisana w
sposob rzeczowy i wnikliwy. Dyskusja w petni ukazuje bardzo dobre zorientowanie Doktorantki
w aktualnej literaturze dotyczgcej problemu badawczego. Na podstawie uzyskanych wynikéw

prawidtowo sformutowano wnioski koricowe wskazujgce, ze:

1. Karbokrzemowe dendrymery polifenolowe pierwszej generacji wykazujg niska
cytotoksycznos¢, a modyfikacja kwasem kawowym czyni je skutecznymi
przeciwutleniaczami;

2. Dendrymery polifenolowe oddziatujg z albuming surowicy ludzkiej oraz btonami
lipidowymi;

3. Dendrymery polifenolowe tworzg stabilne kompleksy z proapoptotycznymi siRNA
(siMcl-1 i siBcl-2) oraz chronig je przed degradacjg w obecnosci nukleaz;

4. Proapoptotyczne siRNA wprowadzone do komérek nowotworowych linii A549 z

wykorzystaniem dendrymerow polifenolowych indukuje apoptoze.

Doktorantka potwierdzita zatem, ze istnieje mozliwosci zastosowania dendrymeréw
polifenolowych jako nosnikow terapeutycznego siRNA. Ten aspekt pracy stanowi element
nowosci i oryginalne osiggniecie Doktorantki. Jednakze potwierdzenie takich mozliwosci
wymaga przeprowadzenia dalszych badan in vitro z zastosowaniem innych linii komorek

nowotworowych oraz w dalszej kolejnosci badan in vivo.

Trafnos$¢ problematyki badawczej i jej oryginalnosé

Problem badawczy podjety przez Doktorantke jest niezwykle istotny dla rozwoju

nowych terapeutykéw opartych na dendrymerach jako nosnikéw lekéw i kwasow nukleinowych



zwiekszajgcych skutecznos$c¢ terapii przeciwnowotworowej. W ostatnich latach rozwijanych jest
coraz wiecej terapii przeciw-nowotworowych opartych na czgsteczkach siRNA. Jednakze,
problem nadal stanowi zastosowanie nosnikow siRNA, ktére bedg cechowaty sie odpowiednig
biodostepnoscia, niskg toksycznoscig i wysokim profilem transfekcji. Strategia zastosowana w
pracy doktorskiej opiera sie na niezwykle interesujgcym i nowatorskim podejsciu polegajgcym
na zastosowania polifenolowych dendrymeréw zawierajgcych kwas kawowy i PEG do
przenoszenia proapoptotycznego siRNA do komérek A549 niedrobnokomérkowego raka
ptuca. W ramach realizacji pracy doktorskiej wykazano, ze dendrymery tworzyty stabilne
kompleksy z siRNA i chronity kwasy nukleinowe przed degradacjg w obecnosci nukleaz.
Ponadto wykazano, ze wszystkie badane dendrypleksy hamowaty migracje i adhezje komorek
nowotworowych oraz zwiekszaty populacje komérek wczesno-apoptotycznych. Wykazano, ze
dendrymer zawierajgcy dwie reszty kwasu kawowego miat najlepszy profil transfekcji. Dlatego,
wydaje sie by¢ on obiecujgcym kandydatem do dostarczania siRNA do komodrek

nowotworowych.

W zwigzku z powyzszym temat podjety przez Doktorantke uwazam za wybitnie
interesujacy i szczegolnie istotny dla opracowania nowych terapii przeciwnowotworowych z

wykorzystaniem polifenolowych dendrymerdw jako nosnikéw drobnoczgsteczkowych RNA.
Znaczenie uzyskanych wynikow dla nauki i praktyki

Uzyskane w ramach realizacji wyniki stanowig istotny wktad w dotychczasowg wiedze
naukowg dotyczgcg opracowania terapii przeciwnowotworowej opartej na zastosowaniu
polifenolowych dendrymerdw jako nosnikéw lekow. Uzyskane w pracy wyniki sg niezwykle
istotne z punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego, poniewaz otwierajg mozliwosci
praktycznego ich zastosowania w celu opracowania skuteczniejszych i nowych terapii

przeciwnowotworowych.
Whnioski koncowe

Prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne
Doktorantki oraz opanowanie przez nig warsztatu badawczego. Wysoko oceniam wartos¢
naukowg przedstawionej pracy doktorskiej. Rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego i prezentuje ogromng wiedze teoretyczng Doktorantki we
wskazanej dyscyplinie naukowej oraz wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia

pracy naukowej.

Rozprawa doktorska pt. ,Charakterystyka biofizyczna i ocena wilasciwosci
biologicznych polifenolowych dendrymeréw modyfikowanych kwasem kawowym” w petni

spetnia warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie



wyzszym i nauce (Dz.U.2021 poz. 478 ze zm). Wnosze o dopuszczenie Pani mgr Mariki
Grodzickiej do dalszych etapdéw postepowania doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na
wysoka wartos¢ poznawczg i aplikacyjng prowadzonych badan pragne przedtozy¢ wniosek o

wyroznienie niniejszej pracy doktorskie;.

Prof. dr hab. n. med. Izabela Zawlik
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