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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana lek., mgr inz. Mateusza Kawki zatytutowanej
»Biotechnologiczne metody intensyfikacji biosyntezy aktywnych biologicznie
naftochinondw w kulturach in vitro Rindera graeca (A. DC.) Boiss, & Heldr.”
wykonanej pod kierunkiem Pani promotor prof, dr hab. n. med. i n. o zdr. Katarzyny
Sykltowskiej-Baranek oraz promotor pomocniczej dr n. biol. Ireny Bubko.

Rozprawa doktorska Pana lek., mgr inz. Mateusza Kawki zostata wykonana w
Katedrze i Zakladzie Biologii Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania wykonane w ramach realizadji pracy
doktorskiej byly finansowane z dwéch projektéw: grantu Narodowego Centrum Nauki,
konkurs Preludium oraz grantu BIOTECHMED-2 w ramach programu Ministerstwa
Edukacji i Nauki , Inicjatywa Doskonatoéci — Uczelnia Badawcza”. W pierwszym projekcie
Doktorant byt kierownikiem, a w drugim wykonawca. Finansowanie Zzewnetrzne badan
pozwolifo na wykonanie wielu bardzo ciekawych eksperymentéw, ktére zaowocowaly
szeregiem prac naukowych, a w rezultacie ukoriczeniem pracy doktorskiej.

Przedstawiona do recenzji dysertacja sklada sie z czterech oryginalnych publikacjach
naukowych (eksperymentalnych), dwéch pracach przegladowych oraz patentu (Pat.
242593) udzielonego 04.10.2023 roku ,Zastosowarie aerozeli krzemoorganicznych do
proliferacji i immobilizadji biomasy roélinnej w hodowlach in vitro oraz zastosowanie
aerozeli do intensyfikacji produkcji metabolitéw rodlinnych i intensyfikacji ekstrakgji in situ
metabolitéw wtérnych w hodowlach in vitro”. Laczny wspétczynnik oddziatywania (Impact
Factor, IF) 6 publikacji wynosi 19,301, co przekiada sie na 460 punktéw ministerialnych.
Cztery publikacje oryginalne mieszcza sig w kwartylu 1 (Q1) lub 2 (Q2) w zaleznodci od
kategorii. Dwie pozostate publikacje przegladowe ktére zostaly opublikowane w Prospects
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in Pharmaceutical Sciences sa w jezyku polskim, ale stanowig bardzo dobre wprowadzenie
dotyczace zastosowania roélinnych kultur in vitro do pozyskiwania biologicznie czynnych
metabolitéw wtormych oraz przeréznych technik stosowanych do podwyzszenia ich
poziomu w tkankach roélinnych. Biorac pod uwage niewielka liczbe publikacji w jezyku
polskim dotyczaca tego tematu stwierdzam, Ze sa one bardzo wartosciowe szczegolnie dla
ludzi, ktérzy stawiaja pierwsze kroki w dziedzinie pozyskiwania metabolitow wtornych z
wykorzystaniem roslinnych kultur in vitro. Prace przegladowe sa z 2017 roku, a pozostate
prace oryginalne oraz patent ukazaty si¢ w latach 2021 - 2024 i zostaly zauwazone przez
srodowisko naukowe ze wzgledu na 24-krotne cytowanie.

W pracy doktorskiej Pan lek., mgr inz. Mateusz Kawka wprowadzit czytelnika w
zagadnienia dotyczace zastosowania immobilizacji tkanek roélinnych na noénikach w celu
uzyskania zwigkszonej produktywnosci cennych metabolitéw zawartych w roslinach.
Podjgcie badant nad sastosowaniem immobilizacji w hodowli in vitro korzeni
anatomicznych oraz transformowanych Rindera graeca uwazam za W pelni uzasadnione.
Rodlina ta nalezaca do rodziny Boraginaceae zawiera bowiem w swoich tkankach cenne
metabolity wtdrne jak pochodna furanonaftochinonu — rinderol, pochodne naftochinonu (ze
szczegdlnym uwzglednieniem deoksyszikoniny), zwiazki fenolowe oraz toksyczne
alkaloidy pirolizydynowe. Badania nad lipofilnymi naftochinonami prowadzone sa w
Katedrze i Zaktadzie Biologii Farmaceutycznej od wielu lat i konsekwentnie przynosza
nowe i bardzo wartoéciowe wyniki. Naftochinony zawarte w tkankach R. graeca badane
byty przez Doktoranta w kontekscie aktywnosci przeciwnowotworowej. Pan lek., mgr inz.
Mateusz Kawka we prowadzeniu opisat dotychczasowe badania, ktére zostaty wykonane
przez inne osrodki pod katem tejze aktywnosci oraz mechanizméw dziatania pochodnych
naftochinonéw korzystajac z 44 pozydji literaturowych. Biorac pod uwage fakt, ze
nowotwory zloéliwe stanowia druga przyczyne zgondbw w USA oraz w Europie,
poszukiwanie nowych aktywnych czasteczek zdolnych do zwalczania nowotworow jest
niezmiernie istotne. W zwiazku z powyzszym cele pracy doktorskiej obejmujace
opracowanie metod biotechnologicznych pozwalajacych na podwyzszenie poziomu
wytwarzania rinderolu 1 innych pochodnych szikoniny poprzez zastosowanie techniki
immobilizacji biomasy i adsorpdji in situ metabolitéw wtérnych oraz wykonanie badan nad
mechanizmem aktywnosci cytotoksycznej rinderolu uwazam za zasadne i ekonomicznie
uzasadnione. W przedstawionej pracy doktorskiej Doktorant przedstawit siedem hipotez
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badawczych, ktére zostaly zweryfikowane w trakcie badas, Zabrakio mi tylko oméwienia
materialéw i metod stosowanych przez Pana lek., mgr inz. Mateusza Kawke, ale mam
nadzieje, ze podczas obrony Doktorant uzupeini t¢ luke. W kolejnym rozdziale pracy
doktorskiej Pana lek., mgr inz. Mateusz Kawka podsumowat uzyskane przez siebie wyniki,
ktore zostaly szczegétowo opisane w czterech pracach oryginalnych. W pracy doktorskiej
zawarte zostato réwniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim i wnioski, ktére sa
weryfikacja hipotez. Pan lek., mgr inz. Mateusz Kawka zamiescit réwnies wykaz publikacji,
ktére nie weszly w zakres pracy doktorskiej w liczbie 5 o tacznym wspotczynniku
oddzialywania IF wynoszacym 19,071 co przekiada si¢ na 590 punktéw MEIN i szeéciu
doniesieniach zjazdowych. Dodatkowo Doktorant wymienit oprécz grantu PRELUDIUM
17, kolejnych 7 grantéw naukowych, gdzie w 6 przypadkach byl kierownikiem projektu, a
w jednym badaczem.

Publikacje wybrane do pracy doktorskiej sa spdjne i doskonale pokazujg kolejne
innowacje wprowadzane w temacie immobilizacji korzeni R. graeca w celu uzyskania jak
najwyzszego poziomu aktywnych biologicznie naftochinonéw ze szczegdlnym
uwzglednieniem rinderolu. Ze wzgledu na fakt, ze publikacje te byly juz wnikliwie
poddane procesowi recenzji (peer-review) w czasopismach, nie bede ich wiec szczegétowo
omawiac.

W swoich badaniach Doktorant wykorzystal szereg technik i metod jak: hodowla
korzeni anatomicznych i wiodnikowatych w kulturach in vitro z zastosowaniem
immobilizacji oraz bez, analiza chromatograficzna z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z odwréconymi fazami w celu rozdzielenia czasteczek wzgledem
ich hydrofobowosci (RP-HPLC), metoda HPLC-DAD-UV-VIS, analiza cytotoksycznodci z
wykorzystaniem testu MTT, cytometria przeplywowa, test apoptozy przy uzyciu aneksyny
Vi jodku propidyny, test potencjatu blony mitochondrialnej, analiza morfologiczna jader
komérkowych z  wykorzystaniem barwienia DAPI, hodowle in vitro komoérek
nowotworowych HeLa, skaningowy mikroskop elektronowy w celu scharakteryzowania
morfologii testowanych materiatéw uzytych do immobilizacji masy roélinnej oraz
spektroskopia fourierowska w podczerwieni (FT-IR) do analizy ich struktury chemiczne;j.
Wszystkie zastosowane techniki przez Doktoranta doprowadzily do uzyskania bardzo
cennych, wiarygodnych i interesujacych wynikéw, ktére zostaly prawidlowo
zanalizowane, dobrze przedyskutowane z wykorzystaniem dostepnej literatury naukowej
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i co najwazniejsze dzigki opatentowaniu beda miaty szanse na praktyczne wykorzystanie,
co jest niezmierne istotne z biotechnologicznego punktu widzenia.

Wartoéé merytoryczna przedstawionych rezultatow w rozprawie doktorskiej jest

bardzo wysoka i ma potencjal aplikacyjny, a do najwazniejszych osiagnie¢ naukowych
wedlug mojej opinii nalezy:

v

Wykazanie Ze aerozel ztozony z metylotrimetoksysilanu (MTMS) jest dwufunkcyjnym
biomateriatem stuzacym do jednoczesnej immobilizacji korzeni wiosnikowatych R.
graeca i indukcji wytwarzania naftochinonéw. Ponadto aerozel ten wykazuje wysoki
poziom selektywnej adsorpdji lipofilowych  naftochinonéw wydzielanych
zewnatrzkomérkowo, co pozwala na wydajna ekstrakcje in situ naftochinondw.
Wykazanie, ze zastosowanie makroporowatej pianki poliuretanowej (PUF) w celu
zatrzymania biomasy korzeni R. graeca skutkuje uzyskaniem najwyzszej
produktywnosci naftochinonéw tj. 653 pg/g suchej masy.

Wykazanie, ze zastosowanie makroporowatej pianki poliuretanowej w hodowli
korzeni anatomicznych i transformowanych R. graeca skutkuje réwnomierna i stabilng
synteza rzadkiej lipofilowej pochodnej naftochinonu - rinderolu, ktérego zawartosc
po 42 dniach hodowli wynosi 222,98 + 10,47 pg/kolbe.

Wykazanie, ze makroporowata pianka poliuretanowa moze by¢ z powodzeniem
stosowana do usuwania in situ rinderolu z hodowli korzeni.

Wykazanie, ze zastosowanie monolitycznego makroporowatego kserozelu ztozonego
z metylotrimetoksysilanu (MTMS) w postaci zdezintegrowanej indukuje ponad 9-0
krotny wzrost $wiezej masy korzeni wloénikowatych R. graeca oraz najwyzsza synteze
deoksyszikoniny (204,08 ug).

Wykazanie, ze modyfikadja ortokrzemianu tetraetylu (TEOS) w postaci modyfikacji
organicznymi  grupami  funkcyjnymi (podstawnikami ~ metylowymi i
hydroksylowymi) zastosowana w hodowli korzeni transgenicznych R. graeca skutkuje
zwiekszeniem poziomu naftochinonéw deoksyszikoniny i rinderolu oraz przyrostem
biomasy roslinne;.

Wyjaénienie mechanizmu aktywnosci biologicznej rinderolu w komdrkach raka szyjki
macicy HeLa (indukdja programowanej Smierci komorkowej).
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Rodliny stanowig niewyczerpane zrddto réznorodnych zwigzkéw (metabolitéw
wtornych), ktére moga by¢ potendjalnie wykorzystane jako leki. Przyktadem takiej rosliny
jest R. graeca bogata w biologicznie czynne metabolity wtérne z grupy naftochinonéw.
Roglina ta jest rzadkim gatunkiem endemicznym rosngcym w gérzystych terenach Greqji 1
od 1997 r. jest wpisana na Czerwong Liste Roélin Zagrozonych IUCN. Z tego wzgledu
jedyna alternatywa pozyskiwania naftochinonéw z R. graeca jest zastosowanie roslinnych
kultur in vitro dzigki zjawisku totipotengji, czyli zdolnodci komérek roglinnych do dzielenia
sie 1 odtwarzania calego organizmu z pojedynczej komérki. Do produkcji metabolitéw
wtornych szczegdlnie przydatne sy transformacje komoérek roglinnych przy uzyciu wektora
jakim jest Rhizobium rhizogenes (wezesniej Agrobacterium rhizogenes). Jest to G (-), tlenowa
paleczka, ktéra ma zdolnoéé do indukcji tworzenia korzeni wiosnikowatych w
zainfekowanych roslinach. Wirulencja tej bakterii zwiazana jest z obecnoscia plazmidu Ri,
ktorego fragment T-DNA (ang. transferred DNA) zawierajacy tzw. onkogeny, jest
przenoszony i integrowany do komérek roélinnych w trakcie infekcji. Kultury korzeni
wiosnikowatych znalazly zastosowanie w produkgji roslinnych metabolitow wtérnych, ze
wzgledu na ich intensywny wzrost bez koniecznosci podawania egzogennych regulatoréw
wzrostu, a takze w przypadku wyselekcjonowania odpowiednich linii, staly poziom
produkgji metabolitéw wtérnych dzieki wysokiej stabilnosci genetycznej. I takie wlaénie
rozwiazanie zastosowat w swojej pracy doktorskiej lek. med., mgr inz. Mateusz Kawka.
Dodatkowo zastosowal on rézine techniki dotyczace immobilizacji biomasy zaréwno
anatomicznych jak réwniez transformowanych korzeni R. graeca w celu usuwania produktu
(naftochinonéw) in situ, jak réwniez intensyfikacje ich wytwarzania w roslinie. Takie
biotechnologiczne podejécie do problemu jest godne wyréznienia.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana
lek. med., mgr inz. Mateusza Kawki jest bardzo wartodciowa i spojna oraz zostata
zrealizowana z wykorzystaniem warsztatu metodycznego, do ktérego nie ma zadnych
zastrzezen merytorycznych. Co wigcej praca doktorska cechuje si¢ nie tylko wysoka
wartoscia naukowa wnoszaca istotny wktad do rozwoju fitochemii i biotechnologii roslin,
ale réwniez zawiera istotny wktad praktyczny, czego dowodem jest uzyskany patent.

Podczas obrony pracy doktorskiej chciatabym poprosi¢ Pana lek., mgr inz. Mateusza
Kawke o przedyskutowanie kilku zagadnien i rozwianiu kilku moich watpliwosci, ktére
pojawily sie po lekturze pracy doktorskiej:
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1. Czy Doktorant mogtby wskazaé kiore kultury (korzenie anatomiczne, czy kultury korzeni
whosnikowatych R. graeca) bylyby wydajniejsze w hodowli immobilizowanej z
zastosowaniem bioreaktora?

2. Czy Doktorant probowat pedwyzszy¢ poziom naftochinondw stosujqc elicytory abiotyczne
i biotyczne w potgczeniu lub bez potgczenia z immobilizacjq? Jesli nie, to jakie ewentualnie
elicytory mégtby zaproponowac?

3, Czy oprécz komdrek nowotworowych Hela badana byta aktywnosé rinderolu w stosunku
do komérek zdrowych jako kontrola?

4. Czy oprécz rinderolu badano rowniez akbywnosé proapoptotyczng catego ekstraktu z R,
graeca na komdrkach HeLa?

5, Czy pedy i liscie R. graeca sq bogate w akiywne naftochinony, ktére badat Doktorant, czy
zwigzki te sq akumulowane glownie w korzeniach?

6. Dlaczego do ekstrakeji lipofilowych naftochinondw uzywano metanolu, a nie na przyktad
chioroformu czy tetrahydrofuranu?

Whiosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej

Przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego wniosek 0 wyréznienie rozprawy doktorskiej lek. med., mgr
inz. Mateusza Kawki stosowna nagroda. Wyniki pracy doktorskiej zostaty opublikowane w
recenzowanych czasopismach naukowych, a oéwiadczenia wspétautoréw publikacji
wskazuja, ze wklad Pana lek,, mgr inz. Mateusza Kawki w powstanie 6 prac stanowiacych
podstawe rozprawy doktorskiej oraz patentu jest znaczacy szczegdlnie w kontekscie badan
biotechnologicznych i fitochemicznych. W trzech pracach jest on pierwszym autorem, w
jednej pracy udzial ma réwnorzedny z autorami z Politechniki Warszawskiej, a w dwoch
pozostatych oraz w patencie ma najwyzszy udziat procentowy z Katedry i Zakladu Biologii
Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego WUM. We wszystkich pracach jest
wymieniany jako autor, ktéry brat udziat w koncepcji badan, wykonywania dodwiadczen
zwiazanych z hodowla in vitro, badaniami fitochemicznymi oraz pisaniem manuskryptow.
Dodatkowo na uwage zastuguje fakt, ze praca doktorska byla finansowana przez
Narodowe Centrum Nauki projektu w ramach konkursu Preludium 17 ~Mechanizm
aktywnosci przeciwnowotworowej oraz biotechnologiczne otrzymywanie rinderolu - nowej pochodnej
naftochinonu”, w ktérym Doktorant penif funkcje Kierownika. Wyniki uzyskane w ramach
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realizacji pracy doktorskiej byly réwniez prezentowane w postaci plakatéw na
konferencjach naukowych w kraju i we Lwowie.

Wrniosek koficowy

Uwazam, ze udziat Pana lek., mgr inz. Mateusza Kawki w powstanie szesciu prac
naukowych oraz patentu wlaczonych do rozprawy doktorskiej upowaznia mnie do
stwierdzenia, Ze rozprawa doktorska Pana lek,, mgr inz Mateusza Kawki pt.
wBiotechnologiczne metody intensyfikacji biosyntezy aktywnych biologicznie naftochinonsw w
kulturach in vitro Rindera graeca (A. DC.) Boiss. & Heldr.” spelnia warunki okreslone w art. 13
punkt 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 i test jednolity Dz. U. 2016,
pozycja 882, 1311).

Bez watpienia rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego, wykazuje wiedze teoretyczng Doktoranta w dyscyplinie naukowej i
jednoznacznie wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia przez niego pracy
naukowej. Pan lek., mgr inz. Mateusz Kawka jest dojrzalym mtodym naukowcem, ktéry ma
w swoim dorobku 11 publikacji i patent, co przeklada na 1050 punktéw ministerialnych,
Impact Factor 38,372 i index Hirscha 4. Uzyskanie 8 grantéw naukowych i pelnienie w 7 z
nich funkeji kierownika projektu swiadczy o szerokich zainteresowaniach badawczych
Doktoranta i jego naukowej dojrzatosci.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pana lek. med., mgr inz.
Mateusza Kawke do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiy, dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Majac na uwadze wartos¢ poznawczg i praktyczng zaprezentowanych przez Pana lek.
med., mgr inz. Mateusza Kawke badan, zastosowanie wielu narzedzi i metod badawczych,
opublikowanie wynikéw badant w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz
patentu, wnosze ponadto o wyréznienie pracy doktorskiej.

Z wyrazami szacunku,

KIEROWNIK
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