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dorobku naukowego i osiggniecia naukowego (rozprawy habilitacyjnej) pt.:
»Wytwarzanie metabolitow wtérnych w kulturach in vitro Leonurus sibiricus L.
oraz okreslenie ich wtasciwosci biologicznych”
oraz dziatalnosci dydaktycznej i popularyzatorskiej
dr n. med. Przemystawa Sitarka
adiunkta
w Zaktadzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej
Katedry Biologii i Biotechnologii Farmaceutycznej
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi

I. Cze$¢ ogdlna

Pan dr Przemystaw Sitarek jest absolwentem Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu toédzkiego (biologia, specjalno$¢ — biochemia). Studia na wymienionym
Wydziale sfinalizowat w 2008 roku obrona pracy magisterskiej pt.: ,Polimorfizm gendéw
biorgcych udziat w metabolizmie estrogendéw w raku i rozrostach endometrium”, wykonanej
w Zaktadzie Genetyki Molekularnej pod kierownictwem Prof. dr hab. Janusza Btasiaka.

Stopien naukowy doktora nauk medycznych (z zakresu — biologia medyczna,
specjalnos¢ — genetyka) uzyskat w 2012 roku uchwatg Rady Wydziatu Wojskowo-Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w todzi, na podstawie pracy doktorskiej pt.: ,Znaczenie ekspresji
i polimorfizméw genéw COX-2, LF, OSF-2 oraz MET dla patogenezy przewlektego zapalenia
zatok przynosowych z polipami nosa”, wykonanej w Zaktadzie Chemii i Biochemii Klinicznej,
pod kierunkiem dr hab. Ireneusza Majsterka, Prof. UM w todzi w ramach niestacjonarnych
studiow doktoranckich.

W kwietniu 2013 roku zostat zatrudniony na etacie adiunkta w Zaktadzie Biologii
i Botaniki Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi,
w ktorym pod opiekg naukowaq prof. dr hab. Haliny Wysokinskiej rozwinat badania z zakresu
biotechnologii roslin leczniczych. Do chwili obecnej jest zatrudniony na etacie adiunkta w tej
Jednostce.

Il. Ocena aktywnosci naukowej

Dorobek naukowy dr Przemystawa Sitarka jest imponujacy. Stanowi go
27 oryginalnych petnotekstowych prac o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania
IF=81,962 (punktacja MNiSW/KBN=718), jedna praca oryginalna opublikowana
w czasopisSmie bez IF oraz jedna wysokopunktowana praca pogladowa w czasopismie
z IF (IF=4,593, pkt. MNiSW=30). tgczna wartos¢ IF=86,555, pkt. MNiSW/KBN=763.

Dorobek przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora stanowig 3 prace oryginalne
opublikowane w czasopismach posiadajgcych IF (IF=4,899) oraz 1 praca w czasopismie bez IF.
Wszystkie pozostate prace zostaty opublikowane po obronie pracy doktorskiej.

Siedem oryginalnych prac sktada sie na osiggniecie naukowe (IF=24,713, punktacja
MNiSW/KBN=195).

Dorobek naukowy Habilitanta stanowig tez komunikaty zjazdowe w liczbie 30, w tym
21 prezentowanych na konferencjach miedzynarodowych organizowanych na terenie Europy



i w Chinach. Z wyjatkiem jednego komunikatu krajowego przed doktoratem, jest to dorobek
uzyskany po obronie pracy doktorskiej.

Wszystkie prac oryginalne z wyjatkiem jednej opublikowanej w czasopismie
bez IF (The Polish Otolaryngology) zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach
naukowych z listy filadelfijskiej, gtéwnie takich jak: Industrial Crops and Products, Molecules,
Nutrients, Molecular Biotechnology, Plant Cell Tissue and Organ Culture, DNA and Cell
Biology, Tumor Biology, Journal of Pharmacy and Pharmacology, Molecular and Cellular
Biochemistry i Oxidative Medicine and Cellular Longevity.

W analizie dorobku zwraca uwage wyraznie wzmozona aktywnos¢ publikacyjna

w 2016 r. (5 publikacji ), w 2017 r. (7 publikacji !!) i w 2018 r. (8 publikacji !!).
W analizie tej zwraca uwage tez az 5 prac opublikowanych w czasopismie Oxidative Medicine
and Cellular Longevity. Mozna zazdrosci Habilitantowi mozliwosci opublikowania tych pieciu
prac (w tym dwoch stanowigcych osiggniecie naukowe) w wysokopunktowanym, lecz
ptatnym czasopismie.

W analizie bibliometrycznej zwraca uwage fakt, ze 21 prac (w tym 20 prac
oryginalnych, nie wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego), to generalnie prace
wieloautorskie (liczagce od 3 do az 14(!) Autoréw). Najliczniejsza grupe stanowia prace,
w ktérych figuruje od 3 do 8 Autordw (tgcznie 16 prac). Deklarowany udziat Habilitanta
w tych wieloautorskich pracach waha sie od 45 do 70% (prace opublikowane przed
doktoratem) i odpowiednio od 10 do 50% (prace po obronie doktoratu).
Na pierwszoautorskie prace oryginalne Habilitanta przypada IF=8,464 (90 pkt. MNiSW/KBN).

taczna liczba cytowan wszystkich prac wynosi 115, a indeks Hirscha=8; dane wg bazy
ISI Web of Science z dnia 13.12.2018 r. Wartosci te wg bazy Scopus wynosza odpowiednio:
liczba cytowan — 155, indeks Hirscha=9.

Habilitant nie odbyt naukowych stazy zagranicznych. Jednak niezbedne obycie
w miedzynarodowym srodowisku naukowym zdobyt uczestniczagc w miedzynarodowych
konferencjach naukowych. Byty to konferencje naukowe w Coimbrze, Girne (turecka czes¢
Cypru), Patras, Pizie, Grenadzie, Antalyi, Bolonii, Lizbonie, Ciéncii i w Szanghaju. Konferencje
te byty doskonatg okazjg do zaprezentowania czgstkowych wynikéw badan oraz do promocji
macierzystego Zaktadu i rownoczesnie catego Wydziatu.
W tej czesci analizy zwraca uwage wyraznie wzmozona aktywnos¢ w roku 2017
(6 prezentacji) i w roku 2018 (9 prezentacji !!).

Habilitant moze poszczyci¢ sie tez wspotpracg naukowag z kilkoma osrodkami
zagranicznymi: dwa osrodki z USA (Philadelphia, Charleston) oraz osrodki z Francji
(La Rochelle), Portugalii (Lisbon) i Wioch (Rome).

Habilitant byt kierownikiem 1 projektu badan witasnych dla mtodych naukowcéw
w latach 2015-2017 (Nr 502-03/3-012-01/502-34-0545), aktualnie jest kierownikiem
kolejnego projektu wtasnego dla mtodych naukowcéw 2017-2019 (Nr 502-03/3-012-01/502-
34-032). Uczestniczyt tez w realizacji badan statutowych (Nr 503/3-012-01/503-31-001).
Problematyka naukowa tych projektow zwigzana jest z biotechnologia roslin leczniczych
i produkcjg bioaktywnych zwigzkéw w roslinnych kulturach in vitro (transformowanych
i nietransformowanych genetycznie) oraz badaniami aktywnosci biologicznej ekstraktow
z biomasy uzyskanej in vitro.



Jednak pierwsze badania naukowe Habilitanta byty zwigzane z biologiag medyczng
i genetykg. Dotyczyty one badan nad polimorfizmem gendéw odpowiedzialnych za rozwdj
réznych choréb. W ramach pracy magisterskiej Habilitant badat polimorfizm gendéw
biorgcych udziat w metabolizmie estrogendw w raku i rozrostach endometrium.

Kolejne badania tego typu, realizowane juz w ramach pracy doktorskiej dotyczyty
polimorfizmu gendw odpowiedzialnych za rozwdj polipdw nosa u pacjentéw
z wspoftowarzyszacg astma lub alergia oraz u pacjentow bez wspoéttowarzyszacych
wymienionych chordb. W trakcie realizacji tych badan, Habilitant miat okazje zapoznania sie
z metodyka badawczg z zakresu genetyki, biochemii i biologii molekularnej.

Te pierwsze prace Habilitanta stanowity doskonate przygotowanie merytoryczne
do kolejnych etapow badawczych w Jego karierze naukowej.

Po wuzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych, zainteresowania naukowe
Habilitanta byly skupione na biotechnologii roslin leczniczych, lecz z wyraznym ich
powigzaniem z badaniami z zakresu genetyki, biologii molekularnej i biochemii oraz
z badaniami aktywnosci biologicznej ekstraktow z biomasy uzyskanej in vitro.

Réwniez osiggniecie naukowe (rozprawa habilitacyjna) Habilitanta, ktore stanowi cykl
siedmiu oryginalnych publikacji reprezentuje ten ,po-doktorski” wazny kierunek badan.
Dotyczy bowiem szeroko zaplanowanych biotechnologicznych badan Leonurus sibiricus L. —
Serdecznika syberyjskiego, gatunku charakterystycznego dla flory Chin, Korei, Japonii,
Kambodzy oraz wschodniej Syberii, Attaju i Mongolii, ktére zmierzajag do zaproponowania
typu kultury in vitro tego gatunku z , wysok3” zdolnoscig produkcji zwigzkéw fenolowych
aktywnych biologicznie. Badania te probujg takze wyjasnic mechanizmy aktywnosci
biologicznej ekstraktéw z biomasy z kultur in vitro na poziomie molekularnym.

Caty pozostaty (poza osiggnieciem naukowym) dorobek Habilitanta w duzym zakresie
zwigzany jest ze scharakteryzowang powyzej ,po-doktorsky” problematyka naukowo-
badawczg. Problematyka czesci prac dotyczy prob wyjasnienia patomechanizméw
wybranych choréb i ich genetycznych uwarunkowan.

Bardzo cennymi osiggnieciami w dorobku naukowym Habilitanta po uzyskaniu
stopnia naukowego doktora o charakterze wyraznie aplikacyjnym (nie tylko poznawczym),
poza habilitacja, s3:

- wyniki badan dotyczacych oceny zmiennosci genetycznej w réznych typach kultur in vitro
3 gatunkoéw roslin leczniczych: Rhaponticum carthamoides, Harpagophytum procumbens
i Rehmannia glutinosa.

- wyniki badan nad wyjasnieniem mechanizméw indukowania apoptozy w komdrkach
glejaka ludzkiego przez ekstrakty z kultur korzeni Leonurus sibiricus (kultury
nietransformowane i transformowane genetycznie);

- wyniki badan wtasciwosci biologicznych ekstraktow z kultur korzeni R. carthamoides
(kultury nietransformowane i transformowane genetycznie), dotyczace aktywnosci
antyoksydacyjnej i przeciwnowotworowej (indukcja apoptozy);

- wyniki badan biologicznej aktywnosci (wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych,
przeciwzapalnych i antyoksydacyjnych) olejkéw eterycznych z kultur korzeni R. carthamoides
nietransformowanych i transformowanych genetycznie;

- wyniki badan nad potencjalng toksycznoscig flawonolignanéw (m.in. obecnych w Silybum
marianum) na ptytki krwi i komorki nowotworowe. Wykazano brak efektu cyto-
i genotoksycznego na badane komorki, rownoczesnie udokumentowano dziatanie ochronne
na mitochondria oraz zmniejszenie liczby spontanicznych uszkodzen DNA;




- wyniki badan nad przewleka obturacyjng chorobg ptuc i wptywem palenia tytoniu na
zmiany w ukfadzie oddechowym i krwionosnym. Udowodniono m.in.,, Ze stosunek
monocytow do duzych ptytek krwi moze by¢ wykorzystany jako cenny parametr do
wykrywania zatorowosci ptucnej u pacjentow. Wykazano takze, ze krétki okres palenia
tytoniu wptywa na ekspresje gendw i rownowage oksydacyjng komoérek krwi, co moze
prowadzi¢ do rozwoju przewlektej obturacyjnej choroby ptuc;

- wyniki badan nad zwigzkiem migdzy ekspresjg genéw (POSTN, IL-4 oraz IL-13), a rozwojem
polipéw nosa. Udowodniono, ze wzrost poziomu ekspresji wymienionych genéw moze by¢
zwigzany z rozwojem przewlektego zapalenia btony sluzowej nosa i zatok przynosowych;

- wyniki badan dotyczacych poréwnania profili ekspresji i metylacji 6 genéw kodujagcych
biatka biorgce udziat w naprawie DNA. Wykazano m.in. istotne statystycznie zmiany
w profilach ekspresji gendw u oséb zdrowych oraz pacjentow z rozwinietg choroba
Alzheimera.

Przedstawiony szeroki, imponujacy zakres prowadzonych przez Habilitanta badan byt
mozliwy dzieki Jego umiejetnosci wspotpracy z pracownikami naukowymi licznych jednostek
naukowych zagranicznych i krajowych.

Wsrod jednostek, z ktorymi wspotpracowat Habilitant zwracajg uwage te zagraniczne:
Lewis Katz School of Medicine at Temple University i Fels Institute for Cancer Research &
Molecular Biology (Philadelphia), The Medical University of South Carolina (Charleston),
University of La Rochelle (La Rochelle), Campus Bio-Medico University and Teaching Hospital
(Rome) oraz 2 osrodki zlokalizowane w Lizbonie — Universidade Lusofona’s Research Center
for Biosciences and Health Technologies i Research Institute for Medicines (University of
Lisbon).

Wspotpraca Habilitanta dotyczy réwniez kilku placowek naukowych zlokalizowanych
na terenie todzi: Laboratorium Genetyki Medycznej, Katedry Biochemii Ogdlnej, Katedry
Genetyki Ogdlnej, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Roslin, Katedry Fizjologii i Biochemii
Roslin (jednostki Uniwersytetu tédzkiego), Instytut Podstaw Chemii Zywnosci (jednostka
Politechniki todzkiej) oraz jednostek macierzystego Uniwersytetu Medycznego w todzi —
Zaktadu Immunopatologii oraz Kliniki Pneumonologii i Alergologii | Katedry Choréb
Wewnetrznych.

Inna forma aktywnosci naukowej Habilitanta, Swiadczaca o Jego znacznej pozycji
naukowej sg recenzje prac eksperymentalnych wykonane przez Niego w latach 2014-2018
dla takich czasopism z listy filadelfijskiej, jak: Molecules, Medical Science Monitor, Journal of
Ethnopharmacology, International Journal of Molecular Sciences, Tumor Biology, 3 Biotech,
Industrial Crops & Products, Journal of Experimental & Clinical Cancer Research, International
Journal of Nanomedicine, Saudi Journal of Biological Sciences, World Journal of Surgical
Oncology, African Journal of Traditional, Complementary and Alternative Medicines (tgcznie
16 recenzji).

O zainteresowaniach naukowych Habilitanta swiadczy Jego cztonkostwo w Polskim
Towarzystwie Biochemicznym i w Polskim Towarzystwie Genetycznym.

Habilitant dbat o podnoszenie swoich kwalifikacji zawodowych, czego dowodem jest
Jego uczestnictwo w szkoleniu , Healthy Ageing Research Centre” (2014 r.).

O bardzo wysokiej ocenie aktywnosci naukowo-badawczej Habilitanta Swiadcza
liczne, jak na Pracownika o zaledwie 7-letnim stazu pracy nagrody naukowe - zespotowe
(tacznie 10 nagréd !!1), przyznane Jemu i Wspotautorom prac przez J.M. Rektora
Uniwersytetu Medycznego w todzi (w latach 2012/13-2017/18). S3 to Nagrody Zespotowe



| Stopnia (2012/13, 2016/17 — 2 nagrody, 2017/18 — 2 nagrody), Nagrody Zespotowe
Il Stopnia (2012/13, 2014/15, 2016/17, 2017/18) i Nagroda Zespotowa IIl Stopnia (2014/15).

I1l. Ocena osiggniecia naukowego (rozprawy habilitacyjnej)

Oceniane osiggniecie naukowe obejmuje cykl siedmiu oryginalnych petnotekstowych
publikacji, powigzanych tematycznie. Powstaty one w okresie zaledwie 3 lat (2016-2018).
Dwie prace zostaty opublikowane w 2016 r., kolejne dwie w 2017 r., a w roku 2018 Habilitant
opublikowat kolejne trzy prace. Badania z zakresu biotechnologii roslin wzbogacone
o badania z zakresu genetyki, biochemii, fitochemii i badania aktywnosci biologicznej nalezg
do trudnych, czasochtonnych i ryzykownych. Habilitantowi mozna zatem pogratulowac
niezwyktej aktywnosci naukowej, determinacji i niezbednego entuzjazmu naukowego.

Wszystkie prace stanowigce osiggniecie naukowe zostaty opublikowane
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, z listy filadelfijskiej, posiadajacych
wspotczynnik oddziatywania IF, w zakresie od 1,81 do 4,936 (2 prace w Oxidative Medicine
and Cellular Longevity i pojedyncze prace w: Tumour Biology, Molecular Biotechnology,
Neurochemical Research, Industrial Crops & Products i w Molecules) Sumaryczna wartos¢ IF
wynosi az 24,713 (195 pkt. MNiSW/KBN) i jest dowodem wysokiej oceny uzyskanych przez
Autora wynikow badan.

Z zamieszczonych w materiatach ,postepowania awansowego” kopii tych publikacji
wynika, ze we wszystkich siedmiu pracach Habilitant jest pierwszym autorem. Ze wzgledu na
interdyscyplinarny charakter prowadzonych prac eksperymentalnych i potrzebe wspoétpracy
z innymi osrodkami naukowymi wszystkie prace sa wieloautorskie (od 5 do 11 Autoréw !).
Z dotgczonych oswiadczen Wspdtautorow oraz z oswiadczen Habilitanta wynika, ze petnit
w nich znaczaca role. Brat udziat w zaplanowaniu i realizacji badan eksperymentalnych,
w opracowaniu wynikbw oraz w przygotowaniu publikacji w ostatecznej formie.
W dokumentach nie znalaztam jednak informacji o procentowym udziale Habilitanta
w powstaniu prac tworzgcych osiggniecie naukowe.

Przedtozone do oceny osiggniecie naukowe tworza prace juz opublikowane
(uprzednio recenzowane i zaakceptowane), zatem ponizsza ocena eksponuje ich walory
poznawcze, nowatorski charakter oraz potencjalng aplikacyjnos¢ uzyskanych wynikéw
badan.

W ramach ocenianego osiggniecia naukowego Habilitant prowadzit badania
o charakterze interdyscyplinarnym tgczace badania z zakresu biotechnologii roslin, genetyki,
biochemii, biologii molekularnej, fitochemii i badania biologicznej aktywnosci ekstraktow
roslinnych.

Celem ocenianego osiggniecia naukowego byto:

- uzyskanie potomnych roslin Leonurus sibiricus z pedow zregenerowanych in vitro;

- uzyskanie i selekcja linii kultur korzeni nietransformowanych i transformowanych
genetycznie tego gatunku (tzw. kultur , hairy roots”);

- uzyskanie i selekcja linii kultur korzeni transformowanych z nadekspresja czynnika
transkrypcyjnego AtPAP1;



- przeprowadzenie oznaczen ilosciowych i identyfikacji zwigzkéw fenolowych
produkowanych w réznych typach kultur in vitro L. sibiricus;

- przeprowadzenie analizy olejkdw eterycznych w materiale z kultur in vitro;

- przeprowadzenie badan aktywnosci biologicznej wodno-metanolowych ekstraktéw
z biomasy z kultur in vitro L. sibiricus obejmujgcych m.in. dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,
antyoksydacyjne, cytotoksyczne.

Mimo znacznego juz doswiadczenia w roli recenzenta niezmiernie trudno mi
wyselekcjonowac¢ najbardziej wartosciowe wyniki pracy habilitacyjnej (osiggniecia
naukowego) Habilitanta. Zdecydowata zatem przedstawic¢ krotko catos¢ wynikéw badan.
Ktopoty z wyborem najcenniejszych wynikdéw zwigzane sg gtéwnie z faktem, ze zdecydowana
ich wiekszos¢ (niemal wszystkie !), to wyniki niezwykle oryginalne o nowatorskim
charakterze, tgczace elementy biotechnologii roslin z biologig medyczna.

Cenne wyniki badan Habilitanta uzyskane w ramach pracy habilitacyjnej (osiggniecia
naukowego), to:

- Otrzymanie potomnych roslin L. sibiricus z pedéw zregenerowanych in vitro. Przezywalnos¢
roslin po 6 miesigcach po przeniesieniu do warunkéw in vivo wynosita ok. 90%;

- Wyniki analiz fitochemicznych ekstraktow z pedéw zregenerowanych roslin. Udowodniono
obecnos¢ kwasu chlorogenowego, kwasu kawowego, kwercetyny, rutozydu i werbaskozydu;

- Wyniki analiz fitochemicznych roslin otrzymanych z nasion. Oprdcz obecnosci kwasu
chlorogenowego, kwasu kawowego, kwercetyny, rutozydu i werbaskozydu udowodniono
obecnos¢ kwasu p-hydroksybenzoesowego, kwasu p-kumarowego, kwasu ferulowego oraz
(+)-katechiny;

- Wyniki porownawczych analiz ekstraktow z czesci nadziemnych i podziemnych (korzenie)
roslin otrzymanych ,in vitro” i z nasion. W ekstraktach z czesci nadziemnych gtéwng grupe
zwigzkow stanowity flawonoidy, w ekstraktach z korzeni — kwasy fenolowe (odpowiednio
ok. 280 i 970 mg% i ok. 760 i 1200 mg%). Werbaskozyd byt w wiekszych ilosciach obecny
w ekstraktach z korzeni (ok. 26 i ok. 37 mg%) niz w ekstraktach z czesci nadziemnych (ok. 18
i ok. 19 mg%). Udowodniono ok. 3,5-krotnie wiekszg zawartos¢ kwercetyny oraz ok. 1,5-
wiekszg zawartos¢ kwasow fenolowych w ekstraktach z roslin zregenerowanych in vitro,
w poréwnaniu z ekstraktami z roslin wyrostych z nasion;

- Wyniki badan wptywu wodno-metanolowych ekstraktéw roslinnych na przezywalnos¢ linii
komérek CHO (jajnika chomika chinskiego). Wyznaczono wartosci I1Cso, rowne odpowiednio
1,7 mg/ml i 2,8 mg/ml, dla ekstraktéw z korzeni i czesci nadziemnych roslin
zregenerowanych in vitro. Przezywalnos$¢ komorek CHO po zastosowaniu ekstraktéw z roslin
otrzymanych z nasion byta podobna. Badania te pozwolity na ustalenie optymalnych stezen
ekstraktow do dalszych badan (0,05; 0,1 0,5 mg/ml);

- Wyniki badan efektu ochronnego i naprawczego na DNA wodno-metanolowych ekstraktow
w komdérkach CHO, traktowanych H,02. Komorki traktowane H20; i ekstraktami roslinnymi
wykazywaty efekt naprawczy na DNA, proporcjonalny do rosnacych stezen ekstraktow.
Ekstrakty z czesci nadziemnych i korzeni roslin zregenerowanych in vitro miaty znacznie
silniejszy efekt ochronny na DNA niz odpowiednie ekstrakty z roslin otrzymanych z nasion.
Najbardziej skuteczny byt ekstrakt z korzeni roslin otrzymanych in vitro. Po 2 godz. komérki
CHO traktowane H;0;i ekstraktem wykazaty catkowitg naprawe DNA;



- Wyniki badan nad zmiang ekspresji gendw antyoksydacyjnych (SOD2, CAT i GPx)
w komodrkach CHO pod wptywem wodno-metanolowych ekstraktéw. Udowodniono, ze
wszystkie badane ekstrakty powodujg zmiane ekspresji genow po 24-godz. inkubacji (wzrost
ok. 2,5-krotny), co $wiadczy o ich antyoksydacyjnym potencjale;

- Zatozenie i prowadzenie z powodzeniem kultur korzeni transformowanych
i nietransformowanych L. sibiricus. W wyniku transformacji genetycznej z uzyciem szczepu
A4 Agrobacterium rhizogenes uzyskano 4 klony korzeni. Klon charakteryzujacy sie
najszybszym wzrostem i zawierajacy najwiecej korzeni bocznych wytypowano do dalszych
badan. Kultury korzeni nietransformowanych otrzymano przez odcigcie korzeni
z 5-tygodniowych roslin zregenerowanych in vitro. Kultury prowadzono na podfozu Schenka-
Hildebrandta (SH) z dodatkiem IBA (kwasu B-indolilomastowego). Oba typy kultur
prowadzono przez okres ok. 1 roku (10 pasazy po 5 tygodni);

- Wyniki iloSciowych oznaczen zwigzkéw fenolowych w ekstraktach z korzeni
transformowanych i nietransformowanych. Potwierdzono obecnos¢ 6 kwasow fenolowych,
3 flawonoiddéw i werbaskozydu. Dominujgcymi ilosciowo metabolitami byty kwasy fenolowe
(odpowiednio 1744 i 814 mg%). Gtownymi zwigzkami byty kwas chlorogenowy, kwas
kawowy i kwas elagowy. Zawartosci kwasu chlorogenowego, kwasu kawowego oraz
werbaskozydu byty wyzsze w kulturach korzeni transformowanych, odpowiednio ok. 2,5-,
3-i1,28-krotnie wyzsze, niz w kulturach korzeni nietransformowanych;

- Wyniki biologicznych badan — cytotoksycznosci i indukcji apoptozy w komérkach glejaka
ludzkiego (IV stopienn zaawansowania) przez wodno-metanolowe ekstrakty z korzeni
transformowanych i nietransformowanych L. sibiricus. Wykazano efekt cytotoksyczny obu
ekstraktow silniejszy dla ekstraktéw z korzeni transformowanych. Pod wptywem obu
ekstraktow wzrastata liczbha komdrek apoptotycznych (odpowiednio do 33% i 14%). Podjete
proby wyjasnienia mechanizmu indukcji apoptozy wskazujg na zmiany ekspresji genoéw Bax,
Bel-2 i TP53;

- Wyniki analiz olejkow eterycznych produkowanych w  kulturach korzeni
nietransformowanych i transformowanych. Olejki uzyskano z wydajnoscia 0,06% i 0,04%.
W olejku z korzeni nietransformowanych zidentyfikowano 70 sktadnikéw (gtéwne zwigzki,
to: B-selinen (9,9%), selina-4,7-dien (9,7%), PB-kariofylen (7,3%); w olejku z korzeni
transformowanych zidentyfikowano 67 zwigzkéw (gtéwne zwigzki, to: B-kariofylen (22,6%)
i germakren D (19,8%);

- Wyniki badan  cytotoksycznosci olejkéw z  korzeni  nietransformowanych
i transformowanych prowadzonych na komdrkach glejaka (IV stadium) i na prawidtowych
astrocytach ludzkich. Udowodniono, ze olejki wykazuja 4-krotnie silniejsze dziatanie na
komoérki glejaka niz na prawidtowe astrocyty;

- Wyniki badan aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej olejkow z korzeni
nietransformowanych i transformowanych. Wykazano, ze oba olejki wykazujg aktywnos¢
przeciwko Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
i Escherichia coli oraz Saccharomyces cerevisiae i Candida albicans;

- Wyniki badan aktywnosci antyoksydacyjnej olejkdw z korzeni nietransformowanych
i transformowanych. W testach DPPH i ABTS oba olejki wykazaty niskg aktywnosc
antyoksydacyjng;



- Wyniki badan wptywu olejkéw na poziom cytokin zapalnych i prozapalnych. Oba olejki
obnizaty poziom cytokin stymulowany lipopolisacharydem (LPS) — IL-1B, IL-6, TNF-a i IFN-y;
nie wptywaty na poziom IL-2 i IL-4;

- Wyniki badan nad wptywem olejkdw na zmiane ekspresji genéw cytokin. Wykazano
obnizenie poziomu ekspresji genoéw cytokin - IL-1B, IL-6, TNF-a i IFN-y w komdrkach
stymulowanych przez LPS oraz brak zmian w poziomie ekspresji genéw IL-2 i IL-4;

- Uzyskanie kultur korzeni transformowanych z nadekspresjg czynnika transkrypcyjnego
AtPAP1. Do transformacji uzyto 5-tygodniowe wyhodowane in vitro pedy L. sibiricus.
Transformacje przeprowadzono z wykorzystaniem A. rhizogenes (szczep A4). Otrzymano
4 klony korzeni transformowanych z nadekspresjg czynnika AtPAP1 i 1 klon bez tej informacji
genetycznej. We wszystkich transgenicznych klonach udowodniono nadekspresje genu dla
AtPAP1;

- Wyniki zawartosci kwaséw fenolowych w uzyskanych kulturach korzeni z nadekspresjg
czynnika transkrypcyjnego i bez tej cechy. Wykazano wiekszg zawartos¢ 4 kwasow
fenolowych (kwas kawowy, kwas ferulowy, kwas p-kumarowy i kwas chlorogenowy)
w klonach z nadekspresjg czynnika transkrypcyjnego w poréwnaniu do klonu bez tej
informacji genetycznej. Wytypowano klon |, jako najbardziej produktywny. Produkowat on
4,72-krotnie i 2,72-krotnie wieksze ilosci odpowiednio, kwasu chlorogenowego i kwasu
kawowego, niz klon bez nadekspresji czynnika transkrypcyjnego (1939 mg% i 1138 mg%);

- Wyniki wptywu wodno-metanolowego ekstraktu z korzeni klonu | na przezywalnosé
komoérek glejaka (IV stadium) i prawidtowych ludzkich astrocytéw. Udowodniono dziatanie
cytotoksyczne na komorki glejaka przy 1Cs0=0,75 mg/ml (stezenie nizsze niz dla korzeni
transformowanych bez nadekspresji czynnika transkrypcyjnego (ICso=2,4 mg/ml). Badany
ekstrakt nie wykazywat dziatania cytotoksycznego na prawidtowe komorki astrocytow
ludzkich;

- Wyniki badan aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej ekstraktow wodno-
metanolowych z korzeni klonu I. Wykazano aktywnos$¢ przeciwko E. faecalis, S. aureus,
P. aeruginosa i E. coli oraz przeciwko S. cerevisiae i C. albicans;

- Wyniki badan uszkodzern DNA w komorkach glejaka pod wptywem wodno-metanolowego
ekstraktu korzeni klonu I. Wykazano, ze ekstrakt z korzeni klonu | indukuje wiekszg ilo$¢
uszkodzen w komérkach glejaka (IV stadium) oraz w linii komercyjnej glejaka US7MG;

- Wyniki badan poziomu (pPARP1) — markera apoptozy i ufosforylowanego histonu yH2A.X
w komorkach glejaka pod wptywem ekstraktu z korzeni klonu I. Udowodniono, ze ekstrakt
powodowat wzrost liczby komorek apoptotycznych w poréwnaniu z ekstraktem z korzeni bez
nadekspresji czynnika transkrypcyjnego. Oba ekstrakty zwiekszaty poziom histonu
(oznaczenia testem ELISA); ekstrakt z korzeni klonu I, w wiekszym stopniu;

- Wyniki badan nad zmiang poziomu ekspresji genow DNMT1 i UHRF1 zwigzanych
z apoptoza. Wykazano obnizenie poziomu ekspresji gendw w komdrkach glejaka (IV stadium)
i glejaka komercyjnego; wieksze w przypadku ekstraktu z korzeni klonu [;

- Wyniki biotechnologicznych badan kultur korzeni klonu | prowadzonych jako kultury
wytrzgsane w roznych objetosciach podtozy hodowlanych (kolby Erlenmeyera o obj. 300 ml,
11,31, 51)oraz w rozpytowym bioreaktorze (obj. 5 I). Najwyzszy przyrost swiezej biomasy
uzyskano w bioreaktorze (50-krotny przyrost w ciggu 30 dni, 312 g/l). Najwyzszy przyrost



suchej biomasy uzyskano rowniez w bioreaktorze (20,83 g/l) oraz w 1 | kolbach (13,2 g/l).
Byty to przyrosty 34- i 22-krotne w ciggu 30 dni;

- Wyniki fitochemicznych badarn kwaséw fenolowych w kulturach korzeni klonu |
hodowanych w kolbach Erlenmeyera i bioreaktorze rozpytowym. W badanej biomasie
stwierdzono obecnos¢ 5 kwasow fenolowych — kwasu neochlorogenowego, kwasu
chlorogenowego, kwasu kawowego, kwasu p-kumarowego i kwasu ferulowego. Dominowaty
ilosciowo 2 zwigzki — kwas chlorogenowy i kwas kawowy. Maksymalng zawartos¢ kwasu
chlorogenowego potwierdzono w kulturach bioreaktorowych (2150 mg%) i prowadzonych
w 1-litrowych kolbach (2300 mg%). Kultury bioreaktorowe produkowaty wiecej kwasu
kawowego (1450 mg%) niz te rosnace w kolbach (920-1210 mg%), osiggaty tez lepsze
przyrosty biomasy;

- Wyniki badan dotyczacych poziomu ekspresji genéw (PAL, C4H i 4CL) uczestniczacych
w szlaku fenylopropanoidowym w korzeniach klonu |. Badania wykazaty wzrost poziomu
ekspresji badanych genow w korzeniach klonu | w poréwnaniu z korzeniami bez nadekspresji
czynnika transkrypcyjnego. Zwiekszona produkcja kwasow fenolowych w korzeniach klonu |
moze wynikac z ,manipulacji” w szlaku fenylopropanoidowym;

- Wyniki biologicznych badan nad wptywem wodno-metanolowych ekstraktéw z korzeni
klonu | na wzrost komadrek czerniaka (A-2051). Udowodniono hamowanie wzrostu komérek
(w testowanym zakresie stezen 2,5-40 ug/ml). Lepsze dziatanie wykazano dla ekstraktow
z korzeni klonu | (przy stezeniu = 40 pg/ml), niz dla ekstraktdw z korzeni bez nadekspres;ji
czynnika transkrypcyjnego;

- Wyniki badan wtasciwosci antyoksydacyjnych ludzkiego osocza po traktowaniu wodno-
metanolowymi ekstraktami z korzeni klonu |. Testy ABTS, DPPH oraz FRAP wykazaty
zwiekszony potencjat antyoksydacyjny osocza. Wiekszy efekt uzyskano pod wptywem
ekstraktéw z korzeni klonu |, niz ekstraktu z korzeni bez nadekspresji czynnika
transkrypcyjnego;

- Wyniki badan cytotoksycznosci ekstraktéw z korzeni klonu | na liniach komérkowych CCRF-
CEM (ostra biataczka limfoblastyczna), K-562 (przewlekta biataczka szpikowa) i A549
(niedrobnokomarkowy rak ptuc). Wykazano cytotoksycznos¢ w stosunku do komoérek CCRF-
CEM i K-562 oraz brak takiego efektu w stosunku do linii A549. Ekstrakty z korzeni klonu |
wykazywaty wyzszg cytotoksycznos¢ w poréwnaniu z ekstraktami z korzeni bez nadekspres;ji
czynnika transkrypcyjnego;

- Wyniki badan wptywu wyciggdéw z korzeni klonu | na zmiane potencjatu mitochondrialnego
w liniach komodrkowych CCRF-CEM, K-562 i A549. Wykazano obnizenie potencjatu
mitochondrialnego we wszystkich liniach komérkowych (najwiekszy efekt dla linii CCRF-CEM
i K-562). Lepsze dziatanie wykazywat ekstrakt z korzeni klonu |, niz ekstrakt z korzeni bez
nadekspresji czynnika transkrypcyjnego;

- Wyniki badan wptywu wyciggoéw z korzeni klonu | na uszkodzenia mitochondrialnego DNA
(mtDNA) i jadrowego (nDNA) oraz zmian liczby kopii mitochondrialnych. Nie wykazano
zmiany liczby kopii mtDNA dla zadnej z testowanych linii komérkowych (K-562, CRF-CEM
i A549) pod wptywem ekstraktow z korzeni. Jedynie niewielki wzrost zaobserwowano
w liniach K-562 i CCRF-CEM. W badaniach uszkodzern DNA (mtDNA i nDNA) zastosowano
metode SLR-qRT-PCR. W przypadku linii komoérkowych CCRF-CEM i K-562 stwierdzono
znaczny wzrost uszkodzern mtDNA (w regionie ND1). Badania nie wykazaty znaczgcych réznié



pomiedzy wptywem testowanych ekstraktéw z korzeni, a liczbg uszkodzern mtDNA.
W badaniach nDNA wykazano wzrost uszkodzen dla komorek K-562 i CCRF-CEM (w regionie
TP53) pod wptywem obu testowanych ekstraktow.

Autor rozprawy habilitacyjnej po raz pierwszy udowodnit, ze zatozone przez Niego
rozne typy kultur in vitro Leonurus sibiricus oraz zregenerowane in vitro rosliny, a takze
rosliny wyroste z nasion produkujg zwiagzki fenolowe, w tym gtéwnie wybrane kwasy
fenolowe — m.in. kwas chlorogenowy i kwas kawowy. Najbogatszym Zrédtem tych zwigzkéw
okazaty sie kultury korzeni transformowanych oraz kultury korzeni transformowanych
z nadekspresjg czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 rosngce w bioreaktorze rozpytowym.

Praca habilitacyjna Kandydata promuje potencjalne mozliwosci wykorzystania
rozwigzan biotechnologicznych w zabezpieczeniu przemystu farmaceutycznego w cenne
surowce pochodzenia pozaeuropejskiego. Praca ta promuje réwnoczesnie potrzebe siegania
do wskazan etnobotanicznych i etnofarmakologicznych, w celu poszerzenia oferty
fitoterapeutycznej w Europie.

Wymienione wartosciowe wyniki badan stanowigce rozprawe habilitacyjng s3
oryginalnym osiggnieciem naukowym dr Przemystawa Sitarka, wnoszacym istotny wkiad
w rozwoj biotechnologii roslin leczniczych.

Cato$¢ materiatow ,postepowania awansowego” przedstawionego do oceny
dowodzi, ze dr Przemystaw Sitarek jest wysokiej klasy specjalista w badaniach z zakresu
biotechnologii roslin leczniczych i biologii medycznej.

Bardzo wysoko oceniam catoksztatt dorobku naukowego dr Przemystawa Sitarka,
zarowno prace stanowigce osiggniecie naukowe, jak i pozostatg aktywnos¢ naukowgq oraz
biegtos¢ w interdyscyplinarnych pracach eksperymentalnych.

Wysoki poziom merytoryczny prac oryginalnych Habilitanta, ich interdyscyplinarny
charakter udowadniajg, ze bardzo dobre prace mogg powstawaé w wyniku wspdtpracy
zarowno krajowych, jak i zagranicznych specjalistycznych placéwek naukowych o réinych
uzupetniajacych sie profilach naukowo-badawczych.

IV. Ocena dziatalnosci dydaktycznej i popularyzatorskiej

Habilitant posiada juz pewne doswiadczenie dydaktyczne. Zdobyt je prowadzac réine
formy zaje¢ dydaktycznych, zaréwno ¢wiczenia, jak i seminaria dla studentéw macierzystego
Wydziatu, studiujgcych na trzech kierunkach — farmacja, analityka medyczna i kosmetologia.
Dla studentéw | roku kierunku farmacja prowadzi ¢wiczenia z dwoch przedmiotéw ,Biologia
z genetykg” i ,,Botanika farmaceutyczna” oraz zajecia terenowe z systematyki roslin.

Dla studentow | roku kierunku analityka medyczna prowadzi ¢wiczenia z przedmiotu
,Biologia z genetyka”, z kolei dla studentéw Il roku ¢wiczenia z przedmiotu ,Diagnostyka
parazytologiczna”. Dla tego kierunku studiow przygotowat ponadto wyktady z przedmiotu
,Biologia z genetykg”.
Z kolei dla studentow | roku kierunku kosmetologia prowadzi seminaria z przedmiotu
,Biologia z genetyk3”.

Do chwili obecnej Habilitant byt promotorem 1 pracy magisterskiej na kierunku
farmacja, 2 prac magisterskich i 1 pracy licencjackiej na kierunku kosmetologia oraz petnit
funkcje opiekuna naukowego 1 pracy magisterskiej na kierunku farmacja.
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Habilitant dbat o podnoszenie swoich kompetencji dydaktycznych. Byt uczestnikiem
,Kursu Metodyki Nauczania w Dyscyplinach Biomedycznych” (2016/17) oraz Kursu
doszkalajgcego dla kadry nauczycielskiej ,,Ready to Teach” (2018).

Habilitant jest nauczycielem akademickim wysoko ocenianym przez studentéw za
jakos¢ pracy dydaktycznej. Habilitantowi mozna pogratulowa¢ Nagrody Dydaktycznej dla
najlepszego nauczyciela akademickiego Uniwersytetu Medycznego w todzi w roku
akademickim 2015/16.

Habilitant uczestniczy tez w popularyzowaniu nauki. Dotychczas byt wspétautorem
licznych (30!) prezentacji posterowych prezentowanych na konferencjach krajowych
i miedzynarodowych.

V. Podsumowanie

Catos¢ materiatéw ,postepowania awansowego”, przedstawiona do oceny $wiadczy
o wielokierunkowej wiedzy i umiejetnosciach Habilitanta do prowadzenie samodzielnych
badan naukowych. Wysoko oceniam aktywnos¢ i dorobek naukowy dr Przemystawa Sitarka,
szczegblnie wysoko prace stanowigce podstawe habilitacji, w ktérych Habilitant bazowat
zardwno na swojej bogatej wiedzy ogdlno-biologicznej oraz z zakresu biologii medycznej,
biologii molekularnej, genetyki, biotechnologii roslin i fitochemii w potaczeniu z biochemia
kliniczng, chemia kliniczng, chemig analityczng i z farmakologia.

Wyniki pracy habilitacyjnej dr Przemystawa Sitarka stanowig istotny, znaczny wktad
w rozwdj nauk farmaceutycznych, w tym szczegdlnie biotechnologii roslin leczniczych, i sg
w petnym tego stowa znaczeniu osiggnieciem naukowym.

Prace habilitacyjng dr Przemystawa Sitarka uwazam za bardzo wartosciowg, przede
wszystkim ze wzgledu na nowatorstwo prawie wszystkich wynikéw badan i ich potencjalng
aplikacyjnosc.

Posiadajgc znaczny dorobek naukowy, talent badawczy i znaczgce juz mimo krétkiego
7-letniego stazu pracy zawodowej doswiadczenie badawcze, a takze doswiadczenie w pracy
dydaktycznej, Pan dr Przemystaw Sitarek jest bardzo dobrym Kandydatem do uzyskania
stopnia naukowego doktora habilitowanego.

Stwierdzam, Ze prace stanowigce podstawe habilitacji i pozostate osiggniecia
naukowe s3g oryginalnym, istotnym dorobkiem naukowym dr Przemystawa Sitarka.
Spetniajg zatem wymagania obowigzujgcej Ustawy w sprawie ubiegania sie o stopien
doktora habilitowanego.

W zwiagzku z powyzszym, mam zaszczyt przediozy¢ Wysokiej Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi, wniosek o dopuszczenie dr n. med.
Przemystawa Sitarka do dalszych etapow przewodu habilitacyjnego.

] KIEROWNIK
Krakow, 26.03.2019 r. Katedry i Zakladu Botaniki Farmaceutycznej UJ CM
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