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Przedstawiona mi do oceny na zlecenie Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, rozprawa doktorska pana
mgr. Mateusza Kawki spetnia warunki okreélone w art. 13 ust. 1 Ustawy z 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2017 roku poz. 1789 ze zm.} w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z 3 lipca 2018 roku
Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 1.
poz. 1669 ze zm.), a tym samym uprawnia do ubiegania sie o stopien doktora w dziedzinie
nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Przedmiotern
rozprawy jest bowiem oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, polegajace na
udowodnieniu zaleznodci produkeji, akumulacji i uwalniania naftochinonéw przez
korzenie transformowane od innowacyjnych porowatych materialéw, tworzacych aerozele
oraz ustaleniu ich potencjalnej aktywnosci biologicznej pod katem wladciwosci
cytotoksycznych in vitro.

Ponadto, rozprawa prezentuje ogélng wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie
nauki farmaceutyczne oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, w
szczegolnosci w  zakresie biotechnologii farmaceutycznej, fitochemii, analizy
farmaceutycznej oraz podstawowych technik badania bicaktywnosci.

Rozprawg stanowi wydruk oraz plik elektroniczny PDF o tozsamej treéci, o objetosci
186 stron, stanowiacy opracowanie szesciu opublikowanych i powigzanych tematyeznie
artykuléw naukowych, ktérych wspélautorem jest pan mgr Mateusz Kawka oraz
wspotlautorskiego patentu polskiego na rzecz Politechniki Warszawskiej i Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego.

Na nastgpnych stronach przedstawiam uzasadnienie powyzszej opinii.



Uwagi ogoblne na temat problematyki podjetej w rozprawie oraz ocena
ukladu pracy

Oceniana dysertacja, zlozona w toku postepowania o nadanie stopnia doktora nauk
farmaceutycznych, opiera sig na szeéciu opublikowanych wieloautorskich artykulach, z czego
dwa maja charakter przegladowy, a cztery sa dodwiadezalne. Do tego dochodzi patent polski za
wynalazek polegajacy na zastosowaniu aerozeli krzemoorganicznyeh do proliferacji,
immobilizacji oraz intensyfikacji produkeji i sekrecji wybranych metabolitéw roslinnych w
kulturach in vitro. Pan Mateusz Kawka jest pierwszym autorem w obydwu pracach
przegladowych (Biul Wydz Farm WUM — nr 1 2) oraz jednej z publikacji eksperymentalnych
(Int J Molec Sci — nr 4 na liscie). W trzech pozostalych (3, 5 i 6) artykulach i w patencie jest
jednym ze wspélautoréw, ktoryeh jest od od 5 lub 8, w tym promotor i promotor pomocnicza, a
takze autorzy z Politechniki, odpowiadajacy za cze$¢ dotyczgcy syntezy i charakterystyki
polimeréw. Oswiadczenia wspolautoréw nie budza watpliwosci, co do istotnego i
niezastapionego udzialu doktoranta w ich powstawaniu. Tym samym, kryterium umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia badan naukowych nalezy uzna¢ za spetnione.

Tematyka rozprawy wpisuje si¢ w aktualne i do$¢ powszechne prady w biotechnologii roslin
leczniczych, a jednoczesnie wykorzystuje innowacyjne materialy jako tréjfunkeyjne podloza — do
immobilizacji organéw, do ekstrakeji w ciagu procesu (in situ) oraz do stymulacji okreslonych
szlakéw biosyntezy. Elementem nowoéci jest polgczenie unikatowego know-how w zakresie
wysokoproduktywnych kultur endemicznego na terenie Grecji gatunku Rindera graeca
(Boraginaceae) z wykorzystaniem mozliwosci produkeji aerozeli o zaprojektowanych
wlagciwosciach przez wspolpracujaey zespél z Politechniki Warszawskiej. Dodatkowym atutem
jest kolejna wspélpraca, z Narodowym Instytutem Lekéw (gdzie prowadzi badania promotor
pomocnicza), ktéra wskazala perspektywy zwiazane z aktywnoscig farmakologiczng
naftochinonéw, otrzymywanych w opracowanych systemach hodowli dwufazowych.

W pracach przegladowych zostaly obszernie i przystgpnie scharakteryzowane zaréwno stan
wiedzy, jak i perspektywy dotyczace zastosowanl biotechnologii, w szczegélnosci nie opartej na
rekombinacji (inzynierii genetyczne), w badaniu i optymalizacji biosyntezy roslinnych
metabolitow wyspecjalizowanych (produktéw naturalnych), z nastawieniem na wykorzystanie w
farmacji, ale takze w innych obszarach gospodarki., inaczej roslinnych produktéw naturalnych.
W pierwszej z tvch prac, podjeto rozwazania na temat rodzajow technik hodowli in vitro,
zwickszania skali, systeméw hodowli komérek, tkanek i organéw oraz ich przemyslowe
zastosowania. W drugiej publikacji, bardziej szczegdlowo opisano technologie pozyskiwania
(odzyskiwania) pozadanych substancji z biomasy roélinnej, w szczegélnosci wyprodukowanej
metodami  biotechnologii.  Wiekszy  nacisk  polozono na  funkcjonalnos¢ i
praktyczne/przemyslowe znaczenie réznych technik ekstrakeji w biotechnologicznych procesach
cigglych, nazywanych ekstrakeja in situ. Publikacje te stanowig bardzo dobre wprowadzenie do
zagadnien specyticznych, stanowigeych podstawe czesci eksperymentalne;).

W pracach eksperymentalnych, zaprezentowano i przedyskutowano wyniki kolejnych cykli
eksperymentéw z wykorzystaniem kultur korzeni wlosnikowych R. graeca utrzymywanych w
plynnych pozywkach wytrzasanych z dodatkiem plywajacych krazkow aerozelowych, wzglednie
aerozeli rozdrobnionych. Motywem wiodgeym tych badar jest obserwacja akumulacji typowych
dla tego gatunku naftochinonéw, strukturalnie spokrewnionych z waznym produktem
przemyslowym — szikonina. Biotechnologiczna produkeja szikoniny stanowi koronny przyklad
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wykorzystania kultur in vitro pokrewnego gatunku Lithospermum erythrorhizon na skale
przemyslows. Co ciekawe, jeden z tych zwigzkow — rinderol, zostal po raz pierwszy wyizolowany
z kultur in vitro wlasnie przez prof. K. Syklowska-Baranek, promotorke pana mgr. Kawki, co
przydaje rozprawie unikatowosci na swiatows skale.

Ocena celu pracy i metodologii badan sluzacej do rozwigzania podjetych
probleméw

W rozdziale 3. "Cel pracy”, autor precyzyjnie formuluje zaréwno zasadniczy cel pracy, jak i
wyszczegllnia hipotezy badawcze.

W tym miejscu mam uwagg krytyczng, bowiem uwazam, ze rozbijanie na siedem (7!) hipotez
zweryfikowanych w toku badan, wyglada raczej jak sformutowane po uzyskaniu wynikéw gléwne
wnioski, a nie pytanie badawcze, ktore powinno raczej okreslaé problem, zagadnienie, czy
pytanie naukowe, na ktére odpowiedz nie musi koriczyé si¢ wnioskiem pozytywnym. Tego troche
zabraklo, Jednakie, badania byly w duzym stopniu technologiczne, wiec nie podwaza to
naukowego charakteru rozprawy. Podobne zastrzezenie mam do zwrotu, ze celem pracy bylo
zastosowanie technik biotechnologicznych itd. Zastosowanie technik mogloby byé sposcbem
osiggnigcia celu/weryfikacji hipotezy, ale samo w sobie nie powinno byé okreslane jako cel badan.
Badania naukowe powinny mieé na celu odpowiedzi na pytania ,czy”, ,.co”, ,jak”, ,dlaczego?”, a
jesli sa aplikacyjne to jeszcze ,po co?”.

W zwiagzku z tym, nalezaloby na obronie, skupi¢ te liczne ,hipotezy” w maksimum dwéch (no,
moze trzech jezeli osobno wymieni¢ cytotoksycznoéé) punktach i sformulowaé je w formie pytan
badawczych.

Pod wzgledem metodologicznym, praca zastluguje na bardzo dobra ocene. Do osiagniecia
celéw wykorzystano adekwatny i stabilny biotechnologiczny model badawezy, nowoczesne i
skuteczne techniki ekstrakeji i analizy. Badania bioaktywnosci in witro przeprowadzono
rutynowymi testami na modelu komérkowym standardowej, komercyjnej linii komérkowej.
Monitorowanie proceséw biotechnologicznych przeprowadzono stosownymi metodami
statystycznymi. Pan magister Mateusz Kawka udowodnil w ten sposéb swoje szerokie
kompetencje, skrupulatno$é i wielokierunkowe zdolnosei badawcze, niezbedne w naukach
farmaceutycznych.

Krytyczne uwagi do omdwienia zbioru powiazanych tematycznie
publikacji i pytania do rozprawy

Oprécz wymienionych powyzej pozytywnych uwag o rozprawie, w opisie badan
opublikowanych zauwazone zostaly takze nieliczne uchybienia, z ktérych wazniejsze sa
nastepujace:

* Juz na stronie 10, zdanie otwierajace drugi akapit ,W przedstawionej rozprawie
doktorskiej, na szczegdlng uwage zasluguja dwie z wymienionych technik.” brzmi jakby
bylo czeécia recenzji, a nie rozprawy. Jest to oczywiscie tylko drobna stylistyczna
niezrecznosé.

* Kolejna uwaga ma charakter terminologiczny, a whaéciwie leksykalny — chodzi o termin
»konstrukt” uzywany wielokrotnie w znaczeniu produktu polimerowego — aerozelu. Byé



moze jest to zargon przyjety w technologii polimerdw (tak jak w jezyku angielskim
,polymer construct”), ale zaden polski stownik ani inne Zrédlo (w tym najpopularniejsze
wyszukiwarki internetowe), nie podaje innego znaczenie niz termin psychologiczny.
Chyba powinno sie uzyé stowa ,konstrukcja”, wzglednie ,material” albo ,wyréb”.

« Podobnie, nie powinno sie w kontekscie hodowli na wytrzasarkach, méwi¢ o korzeniach
unieruchomionych” na PUF, a raczej immobilizowanych albo po prostu umieszczanych.

e Czy w tytule sekeji 4) na stronie 17 opisu nie powinno by¢ ,indukuje” zamiast ,indukcje™

e Na koniec uwaga edytorska o spisie literatury (w opisie, rozdzial 6), w ktérym
niejednolicie stosowano tytuly czasopism, gdzieniegdzie w wersji pelnej, a czasem w
formie skrétu, a kropkami lub bez. Nie jest to wielkie uchybienie, ale przy publikowaniu
zwraca sie na to uwage wiec i w opisie badan warto przypilnowac.

Pytania, na ktére warto byloby poznaé odpowiedz na obronie to:

¢ Czy Autor méglby zaproponowaé jakies rozwigzanie problemu zawyzonej zawartosci
rinderolu i deoksyszikoniny w biomasie korzeni trzymanych w zdezintegrowanym
kserozelu?

e Czy rozwazano, albo jesli nie to dlaczego, zastosowanie buforu w eksperymentach z
kserozelem funkejonalizowanym grupami karboksylowymi lub aminowymi?

e W eksperymentach cytotoksycznosei, powinno si¢ podawaé takze molarnoéc
badanych substancji, szczegélnie w odniesieniu do wybranych wzorcowych
substancji eytotoksycznych o okreslonych mechanizmach dzialania na rozne punkty
uchwytu w szlakach apoptozy. Jesli tego nie wykonano, proszg o wytlumaczenie badz
wskazanie jakie przyszle badania powinny zaplanowane?

e W odniesieniu do wniosku nr 5 (strona 23), czy jest jakis, choéby posredni dowéd na
to, ze istotnie bylo generowane wyzsze ciénienie kapilarne i jak mialoby to wphmnaé
na poczynione obserwacje?

Pytania do publikacji 3 — Nowak i wsp. 2021:

o Sekcja 2.3. jaki sposéb wykonano odkazenie (stervlizacje) PUF? Jak przygotowano
ekstrakty — np. proporcje materialu i rozpuszczalnika, temperatura, czas ekstrakeji itp?

+ Sekcja 2.4 - brakuje dokladnego opisu gradientu, to znaczy czy bylo linearny 0d60% do
80% B i czy faza ruchoma B takze byla zakwaszona? Ponadto, prosze o szczegoly
pochodzenia wzorcow pochodnych szikoniny oraz dane dotyczace kalibracji i walidacji
metody. Czy to bylo tak samo jak w publikacji 4?

» W calym artykule trudno bylo si¢ doszuka¢ informacji, co to wiladciwie byly za
naftochinony — czy rinderol i decksyszikonina tylko, czy suma wszystkich wykrytych, czy
jeszeze inne?

Do artykulu 4 — Kawka i wsp. 2022 (nawiasem méwige, na str. 68 podano rok 2021).
o Czy powinno sie w stosunku do zawartosei uzywaé terminu ,,productivity”, gdy mierzono
jedynie iloé¢ w pg/kolbe — jest to raczej .content” lub ,amount” — np. Figure 7 & 8.



Ponadto, w doéwiadczeniu badajacym cytotoksycznoséé, substancja referencyjna (CCCP)
zostala wymieniona tylko w tescie potencjalu blon mitochondrialnych — a co z
pozostalymi?

W opisie metod statystycznych brakuje nazwy wykorzystanego oprogramowania.

Odnoénie artykulu 5 — Wierzchowki i wsp. 2022:

.

Z tekstu wynika, ze analizowano zawartos$¢ deoksyszikoniny, a co z rinderolem, nie bylo?
Jesli nie bylo, to jaka mogla by¢ tego przyczyna?

Odnosnie obserwacji o zwigkszaniu akumulacji naftochinonu w biomasie z czasem
hodowli — czy nie moglo to by¢ spowodowane wysyceniem zdolnoéci absorpeyjnej w
strefie kontaktu? Czy mozna to jako$ sprawdzié¢?

Dlaczego korzenie na fotografii z Figure 11, B1 s wyraZnie ciefisze niz na A1 i C1? Byly
takie, czy to kwestia powiekszenia?

W sekeji 4.4 podobnie jak w poprzednich publikacjach, brakuje informacji o parametrach
ekstrakeji, przygotowaniu probek analitycznych i warunkach chromatografii, jak rowniez
0 oprogramowaniu statystycznym.

Odnosénie artykulu 6 - Wierzchowski i wsp. 2024:

Poczymnajac od metodyki z powodu ukladu publikacji - te same pytania do przygotowania
probek i metody analitycznej — cytowana jest praca nr 5, gdzie tez nie ma wystarczajgcech
szczegblow.

Druga watpliwo$¢ to uzycie terminu ,transgenic roots” — czy rzeczywiscie zweryfikowano
obecnost¢ funkcjonalnych genéw pochodzacych z innego organizmu, czy byly to, tak jak w
poprzednich pracach, korzenie transformowane wybranym szczepem Rhizobium
rhizogenes?

Pytanie o test zdolnosé sorpcyjnych — napisano, ze nie testowano naftochinonéw z
powodu ograniczonej dostepnosei — a jesliby wykorzystaé szikonine, ktérej wszak nie
brakuje?

Jakie pierscienie aromatyczne w olejach roélinnych maja na mysli autorzy? Tokoferole?
W sekeji 3.2.4. piszac o dezintegracji (rozpadzie) korzeni, oparto si¢ na obserwacjach
morfologiczno-anatomicznych, czy tylko sg to przypuszczenia?

Czy zwracano uwage na proporcje rinderolu i deoksyszikoniny, lub ewentualnie innych
naftochinonéw? Czy brano pod uwage niestabilno$é¢ naftochinondw, jako substancji
aktywnych oksydoredukeyjnie?

Jakie ,,nieodwracalne wigzania — irreversible bonds” mieli Autorzy na mysli na tronie 13
artykutu?

Pytanie do obserwacji pH, czy byla prowadzona w toku hodowli, czy tylko po 28 dniach?
Prosze o przedyskutowanie, jesli tylko po 4 tygodniach.

W korcu, pytanie wynikajace z ciekawosci, nie wyplywajace z zastrzezen do pracy — dlaczego
nazwano rinderol wlasnie tak (od rodzaju Rindera), cho¢ wedlug literatury byt otrzymany po raz
pierwszy z Cynoglossum columnae?

Najwazniejsze osiaggni¢cia eksperymentalnej czeséci pracy doktorskiej

e Opracowanie i optymalizacja metodyki kultur R. graeca z wykorzystaniem materialow
porowatych pod katem przyrostu biomasy oraz produkeji gtéwnych naftochinonéw



e Udowodnienie stymulujacego wplywu aerozeli o duzej porowatosci (drobnych porach) na
produkeje naftochinonéw

e Wykazanie, ze aerozele selektywnie wychwytujg i akumulujg wydzielane naftochinony, co
przyczynia sie poprzez przesuniecie rownowagi reakeji, do zwigkszonej ich biosyntezy.

Wnioski koncowe

Wszystkie wyszczegdlnione powyzej uwagi krytyczne i niedoskonalo$ei, dotycza glownie
sfery technicznej oraz biologicznej czesci badan na komérkach, wige sa tatwe do wyjasnienia na
obronie. Nie zmieniajg faktu, iz od strony wartoéci naukowej praca uzupeinia stan wiedzy w
naukach farmaceutycznych, jest orvginalna i odznacza si¢ wysokim poziomem innowacyjnosci.
Dobrze zaplanowane oraz przeprowadzone byly tak analizy, jak i eksperymenty, za$ tredci,
odnoszace sie do wiedzy z literatury przedmiotu sa wnikliwie i skrupulatnie przytoczone.
Wszystko to zaowocowalo rozprawa dostarczajaca duzo nowych informacji i przydatng jako
podstawa kontynuacji programu biotechnologii gatunku R. graeca oraz rozszerzenia zebranych
doéwiadczen na podobne badania z zastosowaniem matrye Zelowych syntetyzowanych na
Politechnice Warszawskiej, w zespole prof. Macieja Pilarka.

Doktorant wykazal sie doskonala znajomos$cia technik roslinnych kultur in vitro oraz
ekstrakeji, i analizy fitochemicznej. Ponadto, udowodnil swoje umiejetnosci w badaniach
biologicznych na linii komérkowej, wskazujac na mozliwoéé oddzialywania substancji
otrzymanej z hodowli in vitro na komérki, chociaz dzialanie zweryfikowano tylko na jednej, i to
doéé specyficznej linii, za to siegajac po do$é wnikliwe badania mechanizméw apoptozy.

Podsumowujge stwierdzam, Ze oceniana rozprawa doktorska, autorstwa pana mgr.
Mateusza Kawki w pelni kwalifikuje sie do przyjecia przez Rade Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, zgodnie z wymogami
odpowiednich przepiséw (w tym art. 13 ust. 1 Ustawy z 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 roku poz.
1789 ze zm.) w zwiazku z art. 179 ust. 1 Ustawy z 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajace
ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 1. poz. 1669 ze zm.), okreslajacych
warunki stawiane rozprawom doktorskim na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyseyplinie nauki farmaceutyczne.

Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie rozprawy mgr. Mateusza Kawki do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Ponadto, kierujac sie znakomitym poziomem badan, ich innowacyjnym
charakterem oraz wnikliwoscia interpretacji zaprezentowana w opisie publikacji,
zwracam sie z wnioskiem o wyroznienie rozprawy.
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