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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Mariki Grodzickiej
zatytulowanej:

»Charakterystyka biofizyczna i ocena wlasciwosci biologicznych polifenolowych
dendrymerow modyfikowanych kwasem kawowym”

wykonanej pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Maksima Ionova (promotora) i Pani dr hab.
Sylwi Michlewskiej (promotora pomocniczego) w Katedrze Biofizyki Ogélnej Uniwersytetu
Lodzkiego.

W latach osiemdziesigtych ubieglego wieku Donald Tomala wraz z zespolem po raz
pierwszy uzyl okreslenia ,dendrymer” oraz opisal metod¢ syntezy tych nanoczastek.
Dendrymery sa polimerami sferycznymi o unikalnej strukturze i wlasciwosciach
fizykochemicznych. Dzigki silnie rozgat¢zionej budowie posiadaja charakterystyczne wolne
przestrzenie, w ktérych mozna umieszcza¢ rézne substancje i wykorzystywaé miedzy innymi
jako transportery genéw oraz lekéw. Obecnie w wielu renomowanych o$rodkach naukowych
na $wiecie prowadzone s3 badania nad synteza modyfikowanych w rézny sposéb
dendymeréw majacych na celu otrzymanie nanoczastek o niskiej toksycznoscei. W nurt tych
badan doskonale wpisuje sie rozprawa doktorska Pani mgr. Mariki Grodzickiej. Doktorantka
do swoich badan wykorzystata cztery dendrymery w réznym stopniu modyfikowane kwasem
kawowym i glikolem polietylenowym. Wykonala szereg do$wiadczenn z wykorzystaniem
roznych technik w celu zbadania ich wlasciwosci biofizycznych i biologicznych pod kontem

potencjalnego wykorzystania tych nanoczgstek w medycynie.



Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska jest opracowaniem w formie spdjnego
tematycznie zbioru czterech artykuldéw opublikowanych w renomowanych czasopismach
naukowych z listy JCR. Przedstawione w doktoracie badania byly realizowane i finansowane
w ramach az pigciu projektdéw naukowych i przy wspdlpracy z piecioma grupami
badawczymi. Uktad rozprawy doktorskiej jest charakterystyczny dla dysertacji przygotowanej
w formie popularnie nazywane] ,,zszywka”. Doktorantka w czesci poprzedzajacej cztery
artykuly naukowe wymienia zrédia finansowania i instytucje naukowe biorace udzial w
badaniach, opisuje swoje badania, przedstawia swoj dorobek naukowy, dziatalnos¢ naukowa i
organizacyjng oraz nagrody i wyrdznienia. W nastgpnej cze$ci doktorantka zalaczyta
publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej i na koniec o§wiadczenia wspétautordw.

Najwazniejsza cze$¢ opisujaca osiaggniecie naukowe zostata zawarta na niecalych
dziesigciu stronach (pomijajac skréty, streszczenia w jezyku polskim i angielskim i
bibliografi¢). Bardzo skrotowo zostaly opisane metody oraz ogdlnikowo publikacje
poswiecajac okolo jednz strong kazdej. Prezentujge publikacje Doktorantka powinna si¢
skupié na wykonanych przez siebie badaniach i oméwi¢ je w kontekscie catosci uzyskanych
wynikdéw. Dodatkowo moze w tym miejscu umiescié¢ duzo wiecej szezegdlow, danych czy
rysunkow niz w publikacji. Pisanie publikacji rzadzi sie swoimi prawami i ograniczeniami
narzuconymi przez czasopisma. Bardzo czgsto piszac manuskrypt musimy ograniczyé liczbe
np. rysunkow, tu takich ograniczen nie ma. W publikacjach oraz we wstepie brakuje istotnych
informacji i danych o czym wspominam ponizej. Takie bardzo ogélnikowe omdwienie
utrudnia recenzentowi oceng¢ osiggni¢cia naukowego Doktorantki majacego stanowié
podstawg do nadania stopnia naukowego doktora. Prace wchodzace w sklad rozprawy
doktorskiej sa wieloautorowe a ich liczba wacha sie od 7 do nawet 10 wspolautoréw. Taka
bardzo ogoélna forma opisania osiagnigcia bylaby zrozumiata, gdyby autorami prac byli
jedynie Doktorantka i Promotorzy. Na szczedcie sytuacjg ratujg o$wiadczenia wspotautorow
oraz Doktorantki okreslajagce udzial poszczegdlnych oséb w powstaniu publikacji. Na
podstawie tych oSwiadczen mozna stwierdzié, e udzial Pani mgr. Mariki Grodzickiej byt
dominujacy i wynosit w trzech pracach ponad 60% a tylko w jednej ponad 50%.

Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem 1 dobrze sie jg czyta. Niestety
Doktorantka nie uniknela paru wpadek i bleddéw. Na stronie 7 uzywa blednego okreslenia
»tadunek kationowy™ — nie ma czego$ takiego, tadunek moze by¢ dodatni, ujemny, czastkowy
itd., ale nigdy nie kationowy. Mysle, 7e ten blad pojawil sic zapewne z pewnego skrétu
myS$lowego. Dalej na tej samej stronie i dalszych Doktorantka niewlasciwie uzywa stowo

»koniugacja™ np. ,.Jednym ze sposobow zmniejszenia toksycznosci dendrymerdw kationowych
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Jjest ich koniugacja z glikolem polietylenowym (PEG)” lub w zdaniu W zwigzku z tym, ze
niekfére z polifenoli, nie sq latwo biodostgpne, ich koniugacja z dendrymerami stanowi
korzystne rozwiqzanie...”. Powinno si¢ stosowac okreslenia np. zmodyfikowano, dolaczono
itp. Pozostale drobne niedociagniecia i btedy pomine.

Przechodzac do oceny merytorycznej wynikow pracy Pani mgr. Mariki Grodzickiej
cheiatbym wyrazi¢ swoje zastrzezenia do badan fluorescencyjnych wykonanych przez
Doktorantke, ktore przedstawiam je ponizej.

Przed przystapieniem do badan spektroskopowych opisanych w publikacjach nalezato
dokona¢ charakterystyki spektralnej dendrymeréw. Wszystkie cztery =zastosowane
nanoczasteczki posiadaly w swej strukturze kwas kawowy. Powszechnie wiadomo, ze kwas
kawowy podobnie jak inne zwiazki z grupy polifenoli posiada charakterystyczne widmo
absorpcji i fluorescencji. Dodatkowo ksztalt i polozenie widm zaleza od polarnodci otoczenia.
Pasmo absorpcji kwasu kawowego obserwujemy w zakresie od okolo 260 nm do nawet 380
nm, natomiast widmo fluorescencji od 360 nm do 600 nm. Nalezy wigc sie spodziewaé, ze
badane dendrymery rdéwniez beda posiadaly charakterystyczne widmo absorpcji i
fluorescencji. Na domiar zlego zakresy, w ktdrych absorbuje i emituje $wiatlo kwas kawowy
pokrywaja si¢ z przedzialami interesujacymi Doktorantke podczas badan fluorescencyjnych.

Brak jest informacji w jakiej konfiguracji nastgpowalo wzbudzenie i obserwacja
probek podczas wszystkich badan fluorescencyjnych (gaszenie fluorescencji, pomiary
polaryzacyjne i anizotropii) oraz w jakiej kuwecie. Na podstawie przedstawionych wynikéw
moge si¢ jedynie domysla¢, ze we wszystkich pomiarach stosowano kuwete 1xlcm oraz
wzbudzenie 1 obserwacje¢ w konfiguracji L, czyli pod katem prostym. Taka informacja jest
nieslychanie wazna ze wzgledu na mozliwosé pojawienia si¢ pewnych efektow wplywajacych
na poprawnos¢ uzyskanych wynikow (w dalszej czgsci rozwine mysl).

W publikacji M. Grodzicka, S. Michlewska, A. Buczkowski, S. Sekowski, C. E.
Pena-Gonzalez, P. Ortega, F. J. de la Mata, J. Blasiak, M. Bryszewska, M. Ionov; A new class
of polyphenolic carbosilane dendrimers binds human serum albumin in a structure-dependent
fashion, Sci. Rep, 14:5946, 2024, https://doi.org/10.1038/s41598-024-56509-0 w materiatach
i metodach Doktorantka opisujac pomiary fluorescencyjne napisata zdanie: ,,Fluorescence
spectra of albumin were corrected for the proper baselines”. To stwierdzenie jest catkowicie
niezrozumiate dla mnie. Chyba autorka pomylita metody, a mianowicie pomiary widm emisji
z pomiarami widm absorpcji. Absorbancja jest wielkoscig addytywng a widmo absorpcji
pokazuje stan podstawowy, dlatego tez widma absorpcji mozemy korygowaé na tzw. linig

bazows, czy tez odejmowaé widma poszczegolnych sktadnikéw. Widma emisji fluorescencii
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reprezentuja stan wzbudzony, w ktérym moga zachodzi¢ rézne procesy jak np. tworzenie
kompleksow, transfer energii, reakcje fotochemiczne itd., dlatego tez nie korygujemy widm
emisji na tzw. ,,baselines”.

Nie rozumiem, dlaczego nie wykonano pomiarow widm absorpcji wszystkich probek
w badaniach wygaszania fluorescencji. Na podstawie widm absorpcji mozna byto dokonaé
korekty wynikéw na filtr wewnetrzny. Na podstawie pokazanych widm fluorescencji oraz
wlasciwosei kwasu kawowego mozna wnioskowaé, ze mamy silny efekt filtru wewnetrznego.
Doktorantka nie dokonala korekty i tak naprawde te zmiany w intensywnosci pasma
tryptofanu pokazane w pracy sa glownie efektem filtru wewnetrznego, czyli wraz ze
wzrostem stezenia nanoczgstek (stezenie dendrymeréw roénie 10 razy) maleje liczba
wzbudzanych czasteczek biatka. Tylko czesé jest wzbudzana efektywnie a do pozostatych nie
dociera promieniowanie wzbudzajace. Wida¢ to doskonale na rysunku przedstawiajgcym
gaszenie dendrymerdw modyfikowanych jedynie kwasem kawowym. Na poczatku widma, w
okolicach 305 nm widoczne jest fragment rozproszenia Rayleigha (tak zwana pierwsza
harmoniczna), wraz ze wzrostem ilosci rozpraszacza (dendrymeru) powinno ono rosngé
jednak na rysunku wida¢ spadek co oznacza, ze $wiatlo wzbudzajgce nie dociera do gebi
roztworu. Dodatkowo z badan dla dendrymeréw modyfikowanych PEG widaé¢ bardzo
cickawe zjawisko potwierdzajace, ze badane dendrymery posiadaja pasmo absorpcji w rejonie
wzbudzenia i whasciwosci spektroskopowe kwasu kawowego silnie zaleza od polarnosci
otoczenia. Wprowadzenie PEG do czastki powoduje odsuniecie kw. kawowego od srodka
dendrymeru, co powoduje drastyczna zmiane mikrootoczenia a to wplywa na widmo
absorpcji i fluorescencji kwasu kawowego. I tak dla dendrymeréw modyfikowanych PEG nie
wida¢ juz rozproszenia w okolicach 305 nm, poniewaZ te dendrymery majg duzo wigksze
molowe wspolczynniki absorpeji niz te bez PEG. Wynika to z podstaw fizyki. Doktorantka
wykonala wszystkie pomiary gaszenia fluorescencji przy takich samych ustawieniach
aparatury pomiarowe] i dla tych samych st¢zen wszystkich skladnikéw. Natezenie $wiatta
padajacego na probke musi si¢ réwnaé sumie natgzen Swiatla w zjawiskach zachodzacych w
prébee, czyli $wiatlu odbitemu, rozproszonemu, pochionigtemu i przepuszczonemu przez
prébke. Skoro ukiad jest praktycznie taki sam (czgsteczki rozpraszacza majg bardzo podobng
wielkosé), to jesli maleje nam ilo$¢ $wiatla rozproszonego to musi rosnaé iloé swiatla
pochlonig¢tego. Dodatkowo widaé, ze w probce mamy dwa obiekty s$wiecgce biatko i
dendrymer, przy czym najsilniej $wieci dendrymer modyfikowany PEG zawierajacy dwie

czasteczki kwasu kawowego. To co Doktorantka blednie opisuje jako przesuniecie pasma jest



niczym innym jak widmem fluorescencji dendrymeru pojawiajgcym si¢ wraz ze wzrostem
jego stezenia w probee.

Poming dyskusj¢ na temat interpretacji wynikéw uzyskanych z pomiaréw gaszenia
fluorescencji (wykresy, Ksv, kq, logKs), ktdre w zwiazku z powyzszymi stwierdzeniami sg po
prostu bledne. Wspomne jedynie, ze na podstawie tylko pomiaréw widm nie mozna
stwierdzi¢ jaki mamy mechanizm gaszenia fluorescencji. To czy wystepuje gaszenic
statyczne, dynamiczne lub mieszane mozna potwierdzié wykonujgc pomiary czasowo-
rozdzielcze, czyli pomiary zanikow fluorescencji i wyznaczenie czasow Zzycia w stanie
wzbudzonym. Takich pomiaréw Doktorantka nie wykonywata jest wigc nicuprawnione
stwierdzenie zawarte w pracy, Ze wystepuje tu gaszenie statyczne.

Dodatkowo nie zrozumiale jest dla mnie czym kierowala si¢ Doktorantka decydujac
si¢ na wzbudzenie 295 nm. Albumina ludzka (HSA) zawiera w swej strukturze tylko jeden
tryptofan 1 az 18 tyrozyn. Celem Doktorantki bylo wykazanie oddzialywan pomiedzy
dendrymerami i biatkiem a nie sprawdzenie co si¢ dzieje jedynie z tryptofanem. Naturalnym
zatem wyborem powinno by¢ wzbudzenie 280 nm, ktérym wzbudzimy wszystkie interesujace
nas aminokwasy: 18 Tyr i 1 Trp. Zaréwno Tyr jak i Trp sa czute na zmiang mikrootoczenia,
w zwigzku z tym ich widmo fluorescencji ulegatoby zmianie wraz ze zmiang konformacji
biatka. Wybor takiego wzbudzenia dostarczytby Doktorantce duzo wigcej informacji i
dodatkowo intensywnos$¢ fluorescencji bylaby duzo wieksza co przy takich samych
nastawach szczelin fluorymetru pozwoliloby znaczaco obnizy¢ stezenie biatka w prébee a co
za tym idzie réwniez dendrymerow. Efekt filtru wewnetrznego moze wtedy nie bylby az tak
duzy, oczywiscie mozna byloby to ocenié jedynie ogladajgc widma absorpcji, ktérych nie ma.

Kolejne watpliwosei mam w stosunku do pomiaréw anizotropii fluorescencii.
Najprawdopodobniej réwniez dla tych pomiaréw ujawnia sie efekt filtru wewnetrznego.
Widoczny jest wyraZny spadek wartosci stosunku 1/ro dla duzych stezen dendrymerdw, ktéry
moze wynika¢ z obnizenia sygnatu fluorescencji z powodu filtru wewnetrznego. Doktorantka
zastosowala te same stgZzenia nanoczastek jak w przypadku doswiadezen omdéwionych
powyzej (gaszenie fluorescencji). Dodatkowo podczas pomiaréw anizotropowych obserwacja
sygnatu emisji fluorescencji dwéch sond fluorescencyjnych pokrywa sie z zakresem, w
ktorym kwas kawowy wykazuje fluorescencje przez co tak naprawde nie wiadomo co
Doktorantka zmierzyla. W mojej ocenie ten eksperyment zostat zle zaprojektowany (zly
dobdér sond fluorescencyjnych) a wszystko z powodu braku badan charakterystyki

spektroskopowej dendrymerdw na samym poczatku,



W czesei dotyczacej pomiaréw polaryzacyjnych Doktorantka nie podata réwnania
Jakie wykorzystata do obliczenia polaryzacji oraz w opisie 0§ Y na rysunku brakuje
informacji, ze sg to wartosci P/Po.

Na koniec mam do Pani mgr. Mariki Grodzickiej prosb¢ o oméwienie jaki wplyw na
poprawnos$¢ pomiaréw dichroizmu kolowego ma rozproszenie pojawiajgce sie w probkach
zawierajacych dendrymery.

Podsumowujac, cheiatbym zaznaczy¢, ze moje uwagi krytyczne zawarte w niniejszej
recenzji odnosza si¢ jedynie do badan spektroskopowych a nie do catosci materiatu zawartego
w publikacjach i nie umniejszaja koncowej ocenie doktoratu. Na pochwale zastuguje
zastosowanie w badaniach wielu réznorodnych metod eksperymentalnych dostarczajacych
wynikéw wzajemnie si¢ uzupetniajacych i finalnie tworzacych jedng cato$é. Przedstawiona
mi do recenzji rozprawe doktorskga oceniam pozytywnie. Pani mgr. Marika Grodzicka
wykonata szereg réznorodnych eksperymentow i bez watpienia potwierdzita shusznosé
stawianej hipotezy badawczej. Oprocz oceny samej rozprawy doktorskiej na uwage zastuguje
rowniez bogaty dorobek Doktorantki $wiadczacy o jej duzym zaangazowaniu w prace
naukowa i pracowitosci.

Stwierdzam, Ze oceniana rozprawa doktorska Pani mgr. Mariki Grodzickiej,
przygotowana pod opieka Pana prof. dr hab. Maksima lonova (promotora) i Pani dr hab.
Sylwi Michlewskiej (promotora pomocniczego), stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, jak rowniez wykazuje ogdélng wiedze teoretyczng Doktorantki i dowodzi
umiejetnosci  samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Autorka rozprawy spelnia
wymagania stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora zgodnie z art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz.U.2024.1571
ze zm.). Wnosze o dopuszczenie Pani mgr Mariki Grodzickiej do dalszych etapow

postgpowania doktorskiego.

W ounusn

dr hab. Mariusz Szabelski, prof. UWM



