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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Macieja Cieslaka

pt. Synteza i wiasciwosci peptydowych dendronéw i ich dimeréw o strukturze ,,bola”
wykonanej w Instytucie Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Lipkowskiej

Tematyka przedstawionej mi do recenzji dysertacji dotyczy syntezy chemicznej i badania
wtasciwosci  kompleksujgcych, antyoksydacyjnych i przeciwnowotworowych peptydowych
dendrondw i ich dimeréw o strukturze ,bola”. Dendrony i dendrymery to organiczne zwigzki
chemiczne o regularnej rozgatezionej budowie zbudowane z przytagczanych sekwencyjnie meréw
wielofunkcyjnych. Wysoce regularna budowa tych czasteczek przypomina wzory wystepujgce w
przyrodzie. Piekno tych wzordw ciggle zadziwia cztowieka i zapewne stato sie inspiracjg dla
naukowcéw chcacych zbudowad podobne struktury na poziomie atomowym. Multimeryczna
natura tych konstrukcji, jednoznaczny sktad i tatwos¢ syntezy sprawiajg, ze ten typ dendrymeréw
dobrze nadaje sie do rdznych zastosowan biotechnologicznych i biochemicznych. Zastosowania
obejmujg wykorzystanie jako biomedyczne odczynniki diagnostyczne, mimetyki biatek, $rodki
przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe, szczepionki oraz nosniki lekow i genéw. Dodatkowo
rodzaj czgsteczek dekorujacej dendrymer moze definiowaé ich wtasciwosci chemiczne oraz ich
zastosowanie. Peptydowe dendrymery mogg mieé¢ oprécz funkcji strukturalnych dodatkowg
aktywnos¢ biologiczng. Zwigzane jest to z faktem, iz peptydy to czasteczki biologicznie czynne.
Dendrymery otrzymuje sie poczawszy od stopniowe] syntezy w roztworze lub w fazie statej do
chemoselektywnej i ortogonalnej ligacji. Ich synteza oraz oczyszczanie czesto nie jest tatwe.
Peptydowe dendrymery stanowia ciekawe, pod wzgledem strukturalnym jak i biologicznym,
zrodto nowych czgsteczek chemicznych a ich budowa i zastosowanie ograniczona moze by¢ jedynie
granicami wyobrazni naukowca. W nurt poszukiwan nowych struktur dendrymerdéw peptydowych
a takze opracowanie sposobu ich syntezy jak i poszukiwan ich zastosowan wpisuje sie praca
doktorska mgr Macieja Cieslaka.
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Rozprawa doktorska mgr Macieja Cieslaka zostata wykonana pod opieka prof. dr hab. Zofii
Lipkowskiej W Instytucie Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie (cho¢ nazwisko
pani Promotor w publikacjach brzmi Zofia Urbanczyk-Lipkowska). Praca doktorska byta
realizowana w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki OPUS 10 i posiada ukfad typowy dla
prac eksperymentalnych z zakresu nauk scistych i przyrodniczych. Catos¢ rozprawy obejmuje 143
strony maszynopisu i podzielona jest na 6 gtéwnych rozdziatéw (tj. wstep literaturowy, hipoteza
naukowa, cel i zakres pracy, badania wfasne, badania fizykochemiczne i biologiczne,
podsumowanie i wnioski, czes¢ eksperymentalna oraz literatura). Rozdziaty te poprzedza wykaz
skrotow i oznaczen stosowanych w pracy oraz wykaz dorobku naukowego Doktoranta. W
rozprawie umieszczono kilkanascie schematéw reakcji, wykreséw, rysunkéw i zdjec ktore utatwity
zrozumienie przedstawionych wynikéw. Szczegdlng uwage zwracajg podziekowania, skierowane
do pani Promotor, wspétpracownikéw, narzeczonej, rodzicow i przyjaciét. Ich tresé wskazuje, ze
Doktorant potrafi wspétpracowaé¢ w zespole. W przegladzie literaturowym dysertacji znalaztam
jedynie drobne btedy jezykowe i edycyjne. Niestety od rozdziatu w ktédrym Doktorant opisuje cel i
zakres pracy dysertacje czyta sie bardzo ciezko ze wzgledu na zawity i czesto niezrozumiaty jezyk
polski, liczne uproszczenia myslowe oraz uchybienia edycyjne, ktére wymienie w dalszej czesci
mojej recenzji.

Na poczatku lektury dysertacji Doktorant wprowadzit czytelnika w kontekst ktdry jest
wymagany do petnego zrozumienia przeprowadzonych w pracy doktorskiej doswiadczen i
uzyskanych wynikéw. W rozdziale pierwszym zatytutowanym ,Przeglad literaturowy” Doktorant
dokonat kompensacji informacji na temat dendrymeréw, sposobdw ich syntezy ze szczegélnym
uwzglednieniem syntezy ich odmian peptydowych oraz ich zastosowania. Wyjasnit i opisat
dendrymery typu ,bola”, ktére mogg stanowi¢ rodzaj amfifilowych nanonosnikow lekéow. W dwadch
ostatnich podrozdziatach Kandydat bardzo ogdlnie opisat zastosowanie dendrondéw i dendrymeréw w
leczeniu choréb uktadu nerwowego jako nosniki lekéw lub jako zwigzki o dziataniu antyoksydacyjnym.
Przeglad literaturowy dysertacji przeczytatam z duzym zainteresowaniem.

Nastepny rozdziat to opis hipotezy naukowej, celu pracy oraz zakres pracy. Rozdziat ten
napisany jest w sposdb mato zrozumiaty i zawity. Rozdziat ten musiatam przeczytaé pare razy zeby
dowiedzie¢ sie co Doktorant planuje wykona¢ w ramach swojej pracy doktorskiej. Generalnie
Doktorant zaprezentowat piec celi szczegétowych swojej pracy, ktérymi byto (i) zaprojektowanie i
opracowanie sposobu syntezy peptydowych dendronéw i dendrymeréw o strukturze ,bola”, (ii)
okreslenie wtasciwosci antyoksydacyjnych i przeciwrodnikowych wybranych zwigzkéw dimerycznych
i dendrymeréw typu ,bola”, (iii) zbadanie procesu wigzania wybranych lekéw
przeciwnowotworowych z dendrymerami typu ,bola”, (iv) sprawdzenie wptywu dendronu na proces
defibrylizacji oraz (iv) okreslenie wpltywu wybranych zwigzkéw na zdrowe i nowotworowe komorki
nerwowe.
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W kolejnym rozdziale zatytutowanym , Prezentacja wynikow” pan Macie] Cieslak przedstawit
rezultaty swojej pracy syntetycznej. Wyniki podzielit na dwa gtdwne podrozdziaty. Pierwszy
opisywat synteze dimerdw zawierajgcych pochodne kwasu cynamonowego i lizyny. Zwigzki te zostaty
tak zaplanowane zeby miaty dziatanie antyoksydacyjne. Ich aktywnos¢ antyoksydacyjna zostata opisana
w tej czesci rozprawy, cho¢ w mojej opinii powinny znalez¢ sie w czesci pracy poswieconej badaniom
fizykochemicznym. Uzyskane zwigzki wykazywaty aktywnos¢ antyoksydacyjng ale nie zostaty
przebadane w uktadach biologicznych. Kolejne zaprojektowane i zsyntezowane przez Doktoranta
zwigzki to dendrony lizynowe zsyntezowane na nosniku statym. Okazato sie, ze uzyskane produkty byty
stabo rozpuszczalne dlatego w kolejnym etapie zsyntezowat dendrony lizynowe i ornitynowe metoda
estrow aktywnych w roztworze w celu otrzymania wiekszej ilosci zwigzkéw. Dendrony te na samym
koncu byly dekorowane resztg proliny lub histydyny. Aminokwasy te zostaty wybrane jako zwigzki o
wtasciwosciach antyoksadycyjnych. Prosze o wyjasnienie jaki jest mechanizm dziatania tych
aminokwaséw w tym aspekcie. Nie znalaztam wyjasnienia dlaczego dendrymery byty dekorowane
metyloimidazolem? Po udanej syntezie dendronéw Doktorant przystgpit do syntezy w roztworze
dendrymeréw typu ,bola” wedtug réznych strategii a réznymi tgcznikami. Okazato sie Zze druga
strategia (ostatni etap to funkcjonalizacja dendrymeru ,bola”) daje lepsze wydajnosci. Ta czes$¢ pracy
stanowi w mojej opinii najwieksze osiggniecie naukowe recenzowanej pracy doktorskiej. Pokazuje
umiejetnosci Doktoranta w zakresie planowania i przeprowadzenia syntezy rozbudowanych
nanostruktur w roztworze i na nosniku statym. Doktorant dokonat optymalizacji procesu w celu
otrzymania zwigzkéw do dalszych badan. Z pewnoscig realizujac tg czes¢ badan korzystat z
wieloletnich doswiadczen zespotu pani prof. Zofii Lipkowskiej w zakresie syntezy dendrymeroéw.

Wyniki badan antyoksydacyjnych, kompleksotwdrczych z wybranymi lekami, badania
defibrylizacji oraz badan biologicznych zostaty umieszczone w kolejnym rozdziale zatytutowanym
,Badania fizykochemiczne i biologiczne”. Pierwszy podrozdziat dotyczyt badan konformacyjnych
dendrymeréw o strukturze ,bola” metoda dichroizmu kotowego. Ta czes$¢ rozprawy jest dla mnie
zupetnie niezrozumiata i prosze Doktoranta o przedstawienie tych wynikéw podczas publicznej obrony
W sposob bardziej zrozumiaty. Co na przyktad oznacza, ze ,widma dichroizmu kotowego dla
sfunkcjonalizowanych proling 55a i 57a lub sfunkcjonalizowanych histydyng 56a i 58a dendrymerdéw
,bola”  wykazujg wzorce charakterystyczne réwniez dla  odpowiednich  dendrondw:
sfunkcjonalizowanych proling 43 lub sfunkcjonalizowanych histydyng 44” lub ze ,zaden z
dendrymeréw ,bola”, z wyjatkiem sfunkcjonalizowanego proling dendrymeru 57a, nie wykazuje
$ladéw CD charakterystycznych dla wiekszosci liniowych AMP, gdzie konformacja a-helisy umozliwia
sortowanie centréw kationowych i hydrofobowych”. Prosze w wyjasnienie dlaczego widma tych
struktur sg porownywane z widmami CD peptyddéw przeciwbakteryjnych AMP? Zaprezentowane
widma CD sg bardzo ztej jakosci. Widac ze jest to zrzut ekranu z publikacji a nie oryginalne widma CD.
Kolejny podrozdziat dotyczy badan antyoksydacyjnych i antyrodnikowych wybranych dendrymeréow
typu ,,bola”. Poniewaz w czesci eksperymentalnej brak jest opisu metodyki i wyjasnienia czego dotyczy
skala TEAC oraz brak kontroli/odniesienia to trudno mi byto oceni¢ duzg skuteczno$¢ dziatania
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antyoksydacyjnego lub antyrodnikowego badanych zwigzkéw. Ufajac jednak, ze uzyskane wyniki dla
dendrymerow udekorowanych His i Pro sg bardzo dobre (o czym s$wiadczy fakt umieszczenia tych
wynikéw w zgtoszeniu patentowym) to czy pod wzgledem ekonomicznym optacatoby sie syntezowac
takie zwigzki w zastosowaniu medycznym? Dlaczego nie zostaty wykonane badania antyoksydacyjne
dla zwigzku 14 z rozdziatu 3.4 oraz dla dendrymeru funkcjonalizowanego metyloimidazolem? W
mojej opinii zwigzek 14 mdgtby wykazywad najciekawsze parametry? Kolejny podrozdziat dotyczy
badan wtasnosci kompleksujgcych dendrymeréw ,bola” z lekami onkologicznymi. Przedstawionych
zostato kilka chromatograméw HPLC (kiepskiej jakosci zrzuty ekranu bez wyjasnienia co oznaczajg
kolory) na ktérych Doktorant pokazat, ze neutralny dendrymer 55a tworzyt kompleksy z czgsteczkami
wszystkich lekdw, bez wzgledu na ich budowe chemiczng i mozliwos¢ tworzenia oddziatywan
miedzyczasteczkowych. Jakiego typu to s oddziatywania? Natomiast kationowy dendrymer 58a
tworzyt wyraziny kompleks gtdwnie z chlorambucilem posiadajagcym grupe karboksylowg. Czy na
podstawie intensywnosci absorbancji mozna okresli¢ w jakich proporcjach utworzyty sie kompleksy?
Do badan przygotowane zostaty uktady 1:20 ale wydaje sie ze jedynie cze$é leku utworzyta kompleks.
W wynikach tej czesci rozprawy brakuje w mojej opinii analizy ilosciowej. Kompleksy dendrymer-lek
miaty by¢ zbadane pod wzgledem biologicznym ale z uwagi na Smierc¢ wspdtpracownika badania te nie
zostaty wykonane. Doktorant opisat skrotowo uzyskane wyniki wstepne bez prezentacji konkretnych
danych eksperymentalnych. Kolejny podrozdziat dotyczyt badania wptywu jednego zwigzku 14 (cho¢ w
tytule jest liczba mnoga zwigzkéw) na strukture polilizyny i kwasu poliglutaminowego, ktére zostaty
zastosowane jako modelowe peptydy imitujgce fibryle amyloidowe. Ta cze$é pracy posiada jedynie
opis widm CD bez ich prezentacji, i ktére nalezato sobie wyobrazi¢ lub znalez¢ w publikacji Doktoranta.
Opis jest mato zrozumiaty, ale konkluzje obiecujace, ze zwigzek 14 moze stuzyé do zapobiegania
tworzenia sie nierozpuszczalnych agregatow peptydéw polilizyny i kwasu poliglutaminowego.
Doktorant konkluduje, ze potrzebne bytyby dalsze i szczegdétowe badania w tym zakresie. Jakie?
Ostatnia cze$¢ tego rozdziatu dotyczyta badan biologicznych na komdrkach glejaka i zdrowych
komdrkach nerwowych. Uzyskane wyniki sg bardzo obiecujace, gdyz pokazujg iz niektére z
testowanych dendrymerdw typu ,bola” majg potencjat przeciwnowotworowy. Zastanawia mnie
tylko dlaczego uzyskane wyniki badan komodrkowych nie zostaty skorelowane z aktywnoscig
antyoksydacyjng i antyrodnikowg badanych zwigzkéw. Warto podkresli¢ ze wszystkie uzyskane
wyniki badan biologicznych zostaty poddane rygorystycznej analizie statystycznej. Ta czes$¢ pracy
zwiera réwniez przepiekne zdjecia komdrek spod mikroskopu fluorescencyjnego obrazujgce
zmiane ich morfologii pod wptywem badanych zwigzkdéw.

Nastepny rozdziat dysertacji doktorskiej pana Macieja Cieslaka, to ,,Podsumowanie i wnioski”
w ktéorym Doktorant krétko podsumowat najwazniejsze wyniki swoich badan kresdlagc réwniez
perspektywe ich dalszych badan.
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Ostatni rozdziat, zatytutowany ,Czes$¢ eksperymentalna” jest zbiorem protokotéw
syntetycznych, listg uzytych odczynnikdw i zastosowanej aparatury oraz zestawem podstawowych
informacji (wydajnos¢, NMR, MS, temperatura topnienia itp.) potwierdzajgcych uzyskane
produkty. Wszystkie czynnosci, zwigzane z procedurami syntetycznymi zostaty przez Doktoranta
bardzo dokfadnie opisane. Nie znalaztam natomiast w tej czesci pracy opisu dotyczgcego sposobu
wykonywania badan CD, eksperymentéw antyoksydacyjnych oraz badarn komodrkowych. Zdaje
sobie sprawe, ze tych doswiadczen nie wykonywat Doktorant, co wyjasnit, ale informacje te
powinny znalez¢ sie w rozprawie. Uwazam, Zze tabele z danymi na temat aktywnosci
antyoksydacyjnej sg niepotrzebne, gdyz znajdujg sie w tresci rozprawy w postaci wykresow
stupkowych. W tej czesci pracy znajdujg sie réwniez stabej jako$ci chromatogramy i to nie dla
wszystkich otrzymanych zwigzkow.

Prace zamyka spis literatury cytowanej w liczbie 127. W tej czesci dysertacji Doktorant nie
uniknat btedéw edytorskich, takich jak chociazby w inny sposéb podawane tytuty czasopism
(nazwa skrétowa lub petna lub pisana wielkimi literami), w bardzo rézny sposéb podawana jest
kolejnos¢ nazwisk i imion (czasami z kropkami i przecinkami a czasami bez, czasami tylko pierwszy
autor), istniejg rézne systemy odniesien do numerdw artykutéw, dat i stron oraz krétkie lub dtugie
myslniki. Tak wiele btedéw edycyjnych w tym rozdziale dowodzi, ze Doktorant nie korzystat z
dostepnych powszechnie specjalistycznych programéw do automatycznego formatowania
bibliografii.

Czes¢ opisanych eksperymentow, ich analiza i ptyngce z badan wnioski zostaty juz wczesniej
poddane ocenie recenzentéw w dwdch czasopismach w ktérych zostaty opublikowane. Stad moja
rola jako recenzenta jest znacznie utatwiona. Uwazam, ze czes¢ doswiadczalna pracy doktorskiej
zostata poprawnie zaplanowana a prezentacja i omowienie wynikdw sg przeprowadzone
poprawnie z drobnymi uwagami opisanymi powyzej. Ponizej, z obowigzku recenzenta, wymienitam
pytania oraz uwagi dotyczace dysertaciji:

Uwagi merytoryczne i jezykowe:

1. Okreslenie ,,obsadzenie” jest niepoprawne, tradycyjnie w przypadku syntez na nosnikach
statych uzywa sie okreslenia ,stopien osadzenia”

2. Co wg Doktoranta oznacza pojecie ,biodegradowalne wigzanie estrowe”? Czy wykonane
byty badania w tym kierunku?

3. Brak jest petnych wyjasnien pod rysunkami z wynikami badan biologicznych na liniach
komodrkowych. Co oznaczajg zastosowane skréty? Brak jest odniesien do czesci A, B, itd. W
trakcie lektury opisu wynikéw trudno sie zorientowad.

4. W jaki sposdb wyznaczona zostata zaleznos¢ tadunku od bioaktywnosci? (Rys. 57)
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5. Co Doktorant rozumie pod pojeciem badania dendrondw ze strukturami drugorzedowymi
co napisane jest w kilku miejscach w dysertacji? ,Struktura drugorzedowa biatka” to
pojecie ogdlne.

6. Czy polilizyna lub kwas poliglutaminowy s3 dobrymi modelami struktur fibrylarnych
powstajgcych w chorobie Alzheimera czy Parkinsona? Czy mozna byto zastosowac inne
peptydy modelowe? Jakie?

7. Jaki jest wzér kwasu hydrokwawowego?

8. Brak jest informacji w czesci wynikowej na temat syntezy zwigzku nr 14 dla ktérego
przedstawione sg wyniki badan w rozdziale 3.4. Zwigzek numer 14 , zgodnie z oznaczeniami
w rozdziale 1.2 to zupetnie inny zwigzek.

9. Dlaczego "B-skret" napisany jest w cudzystowie? Co oznacza zdanie wzgledny udziat innych
struktur drugorzedowych w zdaniu: ,a-helisy, B-kartki, "B-skretu" i "innych" struktur
drugorzedowych”? Jakie to sg inne struktury drugorzedowe? Co oznacza pojecie
»rozplatywanie struktury B-kartki”?

Uwagi edycyjne:
1. Stawianie kropek przed lub po odnosniku literaturowym
2. Bardzo staba jako$¢ chromatogramoéw, brak skali, brak informacji co oznaczajg kolory,
bardzo mate litery trudne do odczytania, uciete rysunki ktére zostaty zrobione jako zrzuty
ekranu z komputera a nie przetworzone przez program graficzny
Angielskie opisy na rysunkach 49-56
Staba jakos¢ niektérych rysunkdéw (zrzuty z ekranu)
5. Profesor Jarostaw Czyz pracuje na Wydziale Biologii Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego a nie w Katedrze Biologii Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego
6. W wykazie skrétéw znajduja sie pojecia PLL (CD), PLL oraz PLGA (CD) i ich wyjasnienia. W
mojej opinii skroty te byty uzywane inaczej w tresci dysertacji niz wyjasnione.
7. W wykazie skrétéw nie powinno sie wyjasniac¢ skrétéw zapisanych w rozporzadzeniach
IUPAC np. skroty tréjliterowe aminokwasow

P w

Na zakonczenie recenzji warto podkreslié, ze p. Maciej Cieslak jest wspdétautorem dwéch
publikacji naukowych w czasopismach z listy JCR oraz dwdch artykutéw popularnonaukowych. Brat
udziat w prezentowaniu wynikéw naukowych w formie doniesienn konferencyjnych (szesnastu).
Jest wspottworcg jednego patentu RP, powstatego na bazie wynikdw jego pracy doktorskiej.
Doktorant uczestniczyt jako wykonawca w realizacji jednego projektu naukowego (OPUS).

Uwazam, ze tematyka recenzowanej pracy doktorskiej jest interesujgca i wnosi nowg wiedze
w rozwoj dyscypliny, szczegdlnie w zakresie syntezy dendrondw i dendrymerdéw typu ,bola” oraz
ich ciekawych zastosowan biologicznych wobec komdrek nerwowych. Wyniki uzyskane przez
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Doktoranta zostaty zinterpretowane poprawnie. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze
przedfozona do oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574 z pdzn. zm.). W tym odniesieniu wnosze do
Rady Dyscypliny Naukowej Instytutu Chemii Organicznej PAN o dopuszczenie mgr Macieja Cie$laka
do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.
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