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Recenzent rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Kutyty
Zgodnie z pismem Dyrektora Instytutu Nauk Biologicznych

UMCS w Lublinie z dnia 27.01.2023 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Kutyly pt.: ,,Biokataliza alkoholi terpenowych
do nowych zwigzkoéw aktywnych biologicznie”

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Kutyly wpisuje si¢ w dwa nurty koncepcyjno-
metodologiczne jednoczesnie, z ktorych jeden okreslany jest mianem bio-mimetyki, a drugi
mianem ,re-purposingu”. Bio-mimetyka polega na nasladowaniu i wykorzystywaniu
procesOw opracowanych przez organizmy zywe do okreslonych celow, podczas gdy re-
purposing opiera si¢ na wykorzystaniu i transformacji juz istniejacych procesow czy
substancji do celow innych niz pierwotne. W swojej pracy doktorskiej Mgr Mateusz Kutyta
zastosowal obie te koncepcje do stworzenia nowych substancji o aktywnosci biologicznej
wykorzystujac grzybnie¢ o aktywnosci lipolitycznej oraz transformacje fotokatalityczna. Mgr
Mateusz Kutyta zoptymalizowal réwniez wzmiankowane procesy, majac na wzgledzie ich
potencjalne zastosowanie aplikacyjne, a takze — poniekad jako efekt uboczny gléwnego nurtu
prac — zaproponowal mechanizm fotoutleniania myrtenolu. Jako czg$¢ wienczaca prace
doktorskg mgr Kutyta przebadat i opisat aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa in vifro oraz
cytotoksyczng (wzgledem komorek glejaka ludzkiego in vitro) produktéw biotransformacji

alkoholi terpenowych.
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W mojej opinii zaréwno koncepcja pracy, przeprowadzone badania z wykorzystaniem
zroznicowanej metodologii oraz uzyskane wyniki, w pelni spelniajag wymogi stawiane pracom
doktorskim. Nie ma jednak prac w pelni doskonalych, zawsze natomiast istnieje pole do
ulepszenia okreslonych elementéw dzieta oraz nauki. Ponizsze uwagi, pytania oraz prosby o
odniesienie si¢ maja charakter zyczliwy, jednakze proszg¢ o ustosunkowanie si¢ do tych, przy

ktorych jest to wprost wskazane. Pozostale uwagi maja charakter rekomendacji.

STRESZCZENIE 1 WSTEP: Struktura pracy doktorskiej mgr Kutyly ma charakter klasyczny
i rozpoczyna sie 1-stronnicowym streszczeniem. Jest ono czytelne i pozwala wprowadzic
czytelnika w zakres i znaczenie wykonanych prac, aczkolwiek pragng zwrdci¢ uwagg na fakt,
7e zawarte w streszczeniu okreslenie ,,badania antymikrobiologiczne™ nie jest prawidtowe,
poniewaz oznacza ono — jesli zapis rozumie¢ literalnie — ,,badania skierowane przeciwko
nauce mikrobiologii”. Prawidtowa forma to ,.badania przeciwdrobnoustrojowe”. Pozwalam
sobie przytoczyé te niescistos¢, poniewaz pojawia si¢ ona wielokrotnie w poszczegdlnych

czesciach pracy doktorskie;j.

Wstep pracy doktorskiej liczy 33 strony, zawarto w nim adekwatng i w zdecydowane;j
wickszosci aktualng literatur¢ naukowsa oraz dotyczacy tematu aktualny stan wiedzy, ktérego
przedstawienie prowadzi do spojnej konkluzji manifestujacej si¢ celem pracy. Z obowigzku
recenzenta pragne zaznaczyC, ze wstep jest najstabsza czgscia niniejszej pracy doktorskie;.
Istnieje niezwykle wysokie prawdopodobienstwo, ze mgr Kutyla w ciagu najblizszych
miesiecy zostanie doktorem nauk oraz ze w przysztosci bedzie nadzorowal dziatania zespotu
badawczego, pisat i autoryzowat raporty badawcze oraz skladat do druku publikacje. Petne
panowanie nad jezykiem i strukturg wypowiedzi jest umiejetnoscia konieczng dla przysziego
doktora, nie do konca natomiast zostalo ono wykazane we wstepie recenzowanej pracy
doktorskie;j.

Majac na wzgledzie publikacje, ktére zostang stworzone na podstawie pracy doktorskiej,
chcialbym zaznaczy¢, ze w przypadku gdy doktorant uzywa sformulowania ,,pomimo
licznych badan...” (np. str.12) i pokrewnych, nalezatoby na koncu zdania umiesci¢ wigcej niz
jeden odnosnik literaturowy. Zasadne jest rowniez pamietanie o umieszczaniu odnosnikow
literaturowych na koncu zdan, w ktérych znajduja si¢ takie sformulowania jak np. ,,...ktory
wykazat..., zostalo wykazane” (str.17). W pracach naukowych nie powinno si¢ uzywac
sformutowan nieprecyzyjnie wartosciujacych (np. ,,bardzo czgsto”, str.23 — budzi to naturalne
pytanie ,jak czesto?”; zasadniej uzywa¢ w takim przypadku takich okreslen jak np.

»najczesciej”) czy tez: ,wystepuja w ogromnych ilosciach™ (str. 32) — czyli jakie to sa



ogromne ilosci; ,,wydtuzenie czasu zycia kilku pacjentow” (str.42) — czy w publikacji nie

napisano doktadnie ilu pacjentow zyto dluzej?, etc.

Tworzac wypowiedzi, powinno si¢ roéwniez unika¢ skrotow myslowych, takich jak

Lterpenoidy sa obecne we wszystkich organizmach zywych” (str.17), ,mutanty gatunku

owsa”(str.19), ,,proces opieratl si¢ na skonstruowanym mutancie E.coli...” (str.22). Zdania

tego typu, jakkolwiek intrygujgce (szczegélnie pierwsze z przytoczonych), budza konfuzje.

Tego typu niescistoscei i skroty myslowe, jakkolwiek moga wydawac si¢ relatywnie nieistotne,

moga prowadzi¢ do niescistosci o powazniejszym charakterze. Dlatego pragne poprosi¢

Doktoranta, aby odpowiedzial na pytania:

1.

czy mozna postawic¢ znak rownosci migdzy ferementacja de novo a synteza de novo? (tak

wynika z zapisu na stronie 20, podrozdziatu 1.2.Biokataliza)

dlaczego Doktorant uznat, Ze ,,istotne jest, ze zaprojektowany szczep byt z powodzeniem

wykorzystywany w pieciu cyklach biokatalitycznych...”(str.23).

Jak nalezy rozumie¢ zdanie ,,Aktywnos$¢ pinenu opierala si¢ na zapobieganiu wyplywowi
antybiotykow z komorki bakteryjnej”, (str.32), co jest zastanawiajace biorac pod uwage

mechanizm dzialania pinenu na $ciany komorkowe drobnoustrojow.

Dlaczego Doktorant przedstawiajac i porownujac aktywnos$¢ biologiczng terpendw i
terpenoidow na podstawie prac badawczych innych zespotow (poczynajac od strony 32)
stosuje wszelkie mozliwe jednostki (mg/L, mg/mL, g/mL, uM a nawet ppm) zamiast je
uwspdlni¢? Proszg¢ sobie wyobrazi¢ plynaca z tej relatywnie prostej czynnosci korzysé
dla czytelnika w przyswojeniu danych literaturowych i dla syntetycznego ogladu

aktywnosci wykazywanej przez rézne zwigzki terpenowe.

Dlaczego przytaczajac dane epidemiologiczne (str.32) dotyczace zapadalnosci na
choroby infekcyjne, doktorant postuzyt si¢ raportami z roku 2019, a nie 2022? W okresie
2019-2022 zanotowano istotny przyrost zapadalnosci na choroby infekcyjne, nie tylko

wirusowe, ale i te wywolane przez bakterie wielolekooporne, o ktérych pisze Doktorant.
Czy konieczne byto doktadne opisywanie fizycznych metod immobilizacji opartych na
pulapkowaniu enzymow i pdzniejszych (str.24) biorac pod uwage rodzaj badan

przedstawionych w kolejnych czgsciach pracy doktorskie;j.

Inne uwagi:



1. Doktorant na stronie 24-25 manuskryptu wymieniajac biopolimery wykorzystywane w
immobilizacji enzyméw powinien dotaczy¢ do spisu bakteryjng celuloz¢ oraz poda¢
adekwatne odnosniki literaturowe, ktorych brakuje w tej i kolejnej czgsci
manuskryptu, gdzie opisuje polimery nieorganiczne.

2. Co to jest linia komérkowa RAW 264,77 (str.34)

3. Lipaza, hemolizyna i stafyloksantyntyna — to sg istotne, ale nie gtéwne czynniki
wirulencji S.aureus (za wyjatkiem hemolizyny), ewentualnie mozna napisac ze sa one
wchodzace w sktad gléwnych czynnikow wirulencji (str.43)

4. ,,Grozne patogeny...wywotlujace grozne infekcje” (str.39). To wymaga poprawy.

5. Z pewnoscia na uwage i pochwale zastuguje fakt, ze doktorant niejednokrotnie cytuje
we wstepie prace swojego promotora.

CEL PRACY:

Nastepnie, Doktorant przechodzi do celu pracy — z wyr6znieniem celu nadrzednego oraz

wyszczegdlnieniem 6 jasno, prawidlowo dobranych celow szczegétowych. Nie mam

zastrzezen.

MATERIALY I METODY: Czes$é¢ ,,Materiaty i Metody” zaczynajaca si¢ od strony 47 jest

klarowna. Nie powinna nastreczy¢ problemu innym zespolom badawczym majacym na celu

odtworzenie eksperymentéw przeprowadzonych przez Doktoranta. Chcialbym jedynie, zeby

Doktorant ustosunkowat si¢ do:

L

2.

podpunktu 3.4.13.5 dotyczacego zastosowania heksanu do przemywania grzybni. Czy

i jaki potencjalny wplyw na $ciany komorkowe grzyba moze mie¢ zastosowany

organiczny zwigzek chmiczny?

Podpunktu 3.4.18.1.

a) czy tlenek myrtalu dodawano do podioza (statego), jak napisal doktorant, czy do
pozywki (medium pltynnego)?

b) W badaniu zastosowano probe kontrolng (kontrole wzrostu). Czy zastosowano
kontrole ujemng w celu oszacowania poziomu tta? Czy zastosowano kontrolg

uzytecznosci metody (zastosowanie zwigzku o potwierdzonej aktywnosci



cytotoksycznej)? Brak danych w materiatach i metodach.Warto zwréci¢ uwage

réwniez przy pisaniu publikacji.

WYNIKI: Od strony 72 Doktorant przedstawia wyniki badan. Réwniez ta czes¢
manuskryptu przedstawiona jest przewazajaco klarownie i $cisle koreluje z danymi
opisanymi w cz¢sci Materialy i Metody.

Mam jednak nastepujace pytania do Doktoranta:

1. Na jakiej podstawie Doktorant uznat, ze aktywnos¢ psychrofilnego grzyba jest
wzglednie wysoka po 24h inkubacji? Czy Doktorant dysponowat zakresem
wartosci umozliwiajacym mu wskazanie, ze aktywno$¢ jest wysoka czy
zadecydowat arbitralnie?

2. Rycina 15: skoro ,wartosci oznaczone litera ,,a” réznig si¢ istotnie od
pozostatych srednich w sposob istotny statystycznie”, to czy naprawde te
roznice np. na wykresie 15A sg istotne jedynie dla st¢zenia Tween 0,7 oraz 0.9
w czwartym dniu hodowli wzgledem wszystkich innych $rednich? Poprosze
Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do tej formy zapisu oraz do tego czy nie
byloby zasadne okreslenie istotnosci statystycznej w roznicach w wartosciach
$rednich miedzy rosnagcymi stg¢zeniami Tweenu w konkretnym dniu hodowli
(czyli np. roznice dla dnia pierwszego przy zastosowaniu rosnacych stezen
Tween; réznice dla dnia drugiego, etc.).

3. Jak doktorant zinterpetowalby opisywany spadek masy biokatalizatora na
skutek obecnosci jonéw zelaza i wapnia?

4. Str.84: Odnoszac si¢ do wynikow uzyskanych przez zastosowanie
Skaningowego Mikroskopu Elektronowego Doktorant pisze ,,Najwigksze
usieciowienie strzgpek wystepuje u biokatalizatorow z podloza OM.....
Stwierdzenie to powtarza rowniez w dyskusji swojej pracy doktorskiej.
Bytbym ostrozny w formulowaniu tego typu wnioskéw na podstawie
pojedynczych zdje¢ z mikroskopu elektronowego. Zalozenie jednorodnosci
usieciowania strzepek jest bardzo ryzykowne, bioragc pod uwage fakt, ze pole
widzenia w mikroskopie elektronowym, przy zastosowanym powigkszeniu, to
kilka tysiecy mikrometrow kwadratowych, a sam badany materiat biologiczny
jest makro-strukturg. Kazdy operator mikroskopu SEM bez trudnosci znajdzie
w tym samym materiale biologicznym pola widzenia, w ktérym usieciowanie

strzepek bedzie wysokie, srednie i niskie. W przypadku opisywania wynikow z
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5,

6.

tego typu analiz jakosciowych zachgcam Doktoranta do tworzenia konstrukcji
zdaniowych, w ktorych najpierw przedstawi hipotezg, a potem przedstawi
zdjecia SEM na jej poparcie, zastrzegajac jednak, ze zdjecia majg charakter
przyktadowy. Pozwoli to Doktorantowi na unikniecie potencjalnych dysput z
recenzentem publikacji, ktéra zapewne powstanie na podstawie wynikow
uzyskanych w niniejszej pracy doktorskiej. Jesli Doktorant pragnalby okresli¢
ilosciowo stopien usieciowania strzgpek, powinien zebra¢ obrazy =z
kilkudziesiat pél widzenia, a nastgpnie przetworzy¢ je w programie do
procesowania danych graficznych, np. Image]. Czy Doktorant mogiby
udzieli¢ mi odpowiedzi, dlaczego zdecydowat si¢ na stworzenie panelu z 6
zdjeé¢ SEM, ktory to panel zajmuje zaledwie ok. 1/3 strony? Przy tym poziomie
napylenia probki i przy ogladaniu zdjg¢ w formie wydrukowanej (w
manuskrypcie), zobaczenie strzgpek a tym bardziej réznic w ich usieciowaniu
staje sie bardziej domeng wiary niz zmystu wzroku.

Str 87. Rycina 25: Maksymalng wydajnos¢ reakcji uzyskano przy zastosowaniu
3% czy 3.5% w/v katalizatora? Prosze uscisli¢.

Szacunek budzi badanie, ktore wymagato przechowywania grzybni przez rok.
Swiadczy to o panowaniu nad czasem pracy i umiejetnosci doktadnego

planowania analiz laboratoryjnych.
Dyskusja:

Od strony 121-¢j, Doktorant rozpoczyna dyskusj¢ nad uzyskanymi przez siebie
wynikami i stwierdzam z uznaniem, Zze jest ona napisana w sposob znacznie
dojrzalszy niz wstep pracy. Doktorant wykazuje si¢ wysoka zdolnoscia do
syntetycznego opisania uzyskanych przez siebie danych, poréwnania ich z
analogicznymi przypadkami opisanymi w literaturze przedmiotu, a nastgpnie
wyciggnigcia prawidtowych wnioskow ptynacych z poréwnania. W przypadku,
gdy dla uzyskanych wynikow brak jest poparcia w literaturze przedmiotu,
wysnuwa prawidtowe wnioski badz stawia racjoanalne hipotezy. Moje
szczegblne uznanie, jako mikrobiologa, zwrocit fragment, w ktérym Doktorant
dochodzi, analizujac wyniki swoich badan nad optymalizacja procesu, do
znacznie ogolniejszego i prawidlowego wniosku (str.122) wskazujacego na

wage zmienno$ci wewnatrz- 1 migdzygatunkowej  drobnoustrojow
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przejawiajacej si¢ zroznicowana odpowiedzig na bodzce i Srodowisko, w tym
wypadku na skfad podioza do efektywnej syntezy enzymow lipolitycznych.
Doktorant konczy swa prace 16 prawidtowymi wnioskami (str.141-142), ktore

podsumowujg najwazniejsze odkrycia ptynace z jego pracy.

Po analizie rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Kutyly stwierdzam, ze
przedmiot ocenianej rozprawy doktorskiej stanowi oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego, a rozprawa prezentuje wysoka wiedz¢ Doktoranta w
dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiej¢tnos¢ sanmodzielnego prowadzenia
badan naukowych.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska pana mgr Mateusza Kutyty spelnia
warunki okre$lone w art.187 ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce
z 20 lipca 2018 (Dz.U.z2018 r.poz.1668z poézn.zmianami) i wnoszg o

dopuszczenie pana mgr Mateusza Kutyty do dalszych etapéw postgpowania.

Z Wyrazami Szacunku,

* Uniwersytet Megyczny we Wroctawi®
7-ca przfwocj¥czacego
Rady Dyscypliny Na Farmaceutyczne

dr hab. Adatn Jpik#, prof. UMW
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