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RECENZJA

rozprawy na stopien doktora nauk farmaceutycznych

zatytufowanej ,,Zaniennosé profilu terpenoidéw i fenylopropaneidéw w kulturach

in vitro azjatyckiej rofliny lecznicze] Salvia yangii”
wykonane] przez mgr inZz, Weronike Kozlowsky

w Katedrze Biologii i Biotechnologii Farmaceutycznej, Zakiadzie Biotechnologii

Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

pod kierunkiem dr hab. Sylwii Zielifiskiej, prof., UMW

Ninicjszg recenzje przygotowano w odpowiedzi na pismo Przewodniczacego Rady
Byscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medyeznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu,
prof. dra hab. Adama Matkowskiego, z dnia 02.11.2022 roku, informujace o powolaniu
na recenzenta w przewodzie doktorskim Pani mgr inz. Weroniki Koziowskiej, asystentki
w Zakladzie Biotechnologii Farmaceutycznej Katedry Biologii i Biotechnologii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu.

Pani mgr inz. Weronika Koztowska od 13 lat jest zwiazana z Jjednostkg, w ktérej wykonywata
badania naukowe. Doskonalenie warsztatu badawczego w zakresie technik kultur iz vitro 1 analiz
chromatograficznych oraz ukoficzenie studiéw magisterskich na kierunku Biotechnologia oraz
Farmacja renomowanych polskich uczelni wyzszych pozwolito na sprawne podjecie ambitnych
badafi objetych ninicjsza rozprawa doktorska. Imponujacy dorobek naukowy Pani mgr inz
Koztowskiej obgimuje 12 oryginalnych artykutéw naukowych o sumarycznej wartosci IF = 54,813
i punkiacji MEIN réwnej 1245,00. O duzej altywnoéei naukowej Doktorantki swiadezy tez wydanie

[ artykuts w czasopismie bez IF, 3 rozdziatéw w monografiach navkowych oraz 27 komunikatow
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zjazdowych, w tym 18 migdzynarodowych. Na uznanie zastuguje otrzymanie zespolowych,
ale przede wszystkim indywidualnych, nagréd Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawin
za wazne i tworeze dokonania naukowe w latach 2019-2021. Doktorantka nie tylko sprawnie dziata
na polu navkowym ale takze angazuje si¢ w dziatalnos¢ dydaktyczna, popularyzujacy nauke
1 organizacyjng z ramienia swojej Katedry m.in. prowadzac zajgcia Ewiczeniowe obligatoryine
i fakultatywne dla studentow, bedae opickunky Studenckiego Kola Naukowego, wsp6lorganizatorka
Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki oraz pozyskujgc fundusze na badania, doposazenie laborataridw

i opracowanie nowych technik badawczych.
OCENA MERYTORYCZNA

Celem badari opisanych w niniejszej rozprawie przedloZzone] na stopien doktora nauk
farmaceutycznych byfo okredlenie wplywu $wiatta o réznym natezeniu i spekirum oraz temperatury
na sklad i zawarto$¢ skladnikéw frakeji lotnej i nielotnych metabolitéw terpenoidowych
i fenylpropanoidowych hodowanych in vitro pedow Salvia yangii, azjatyckiej rosliny leczniczej.
Obiekt badan stanowil takson wykorzystywany do leczenia wielu dolegliwosci nekajacych
spofecznosci zamieszkujgee teren pokrywajgcy sie z obszarem wystepowania jednej z najstarszych
cywilizacji — Persji. Nieliczne dane etnobotaniczne wskazujg na zastosowanie gféwnie nadziemnych
czgsei rodlin, lisei i kwiatow, w leczeniu bdlu brzucha, wymiotach, zatruciach pokarmowych,
problemach oddechowych ¢zy w eelu obnizenia poziomu cukru we krwi (wywar stosowany
doustnic), alergii skémych, bolach stawowych, ukgszeniach pszezol {okfady, kapiele, opary
stosowane  zewnetrznie). Cenne wlasciwosei prozdrowotne roSlina zawdzigcza  obecno$ei
bioakitywnych zwigzkéw, gfownic mono- i seskwiterpenoidéw  (lotnych pochodnych),
diterpenpoidéw z dominujacym kwasem karnozynowym i triterpenoidéw takich jak kwas oleanowy
i ursolowy oraz pochodnych fenyiopropanoidowyeh, giéwnie kwasu rozmarynowego. Mimo,
iz gatunek ten wezeéniej byt juz wprowadzony do warunkéw in vitro a biomasa stanowila obiekt
badan biotechnologicznych i fitochemicznych, Doktorantka zaplanowata oryginalne badania
eksperymentalne dotyczace wplywu czynuikéw fizycznych, takich jak éwiatlo i temperatura, na
morfogenezg i profil metaboliczny biomasy pedowej S vangi hodowanej w kontrolowanych
warunkach in vifre. Badania te uzupelniaja dotychezasows wiedze na temat mozliwosce; produkeji
biomasy tego cennego patunku metodami biotechnologicznymi jako alternatywnego  Zrodla
bioaktywnych zwiazkow odpowiadajgeych za wielkokierunkowe dzialanic tego surowea.

Uzyskane wynild wskazuja na duzg ziniennod$é w skiadzie lotnyeh pochodnych mono-
i seskwiterpenoidéw oraz nielotnych  pochodnych diterpenowych a  takze pochodnej
fenylpropanoidowe; — kwasu rozmarynowego w biomasie pedowej z kultur i1 vitro § yangi. Stwarza
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to mozliwosei manipulacji w skladzie interesujacych metabolitow charakterystycznych dla gatunku
pod wplywem latwych, dostepnych i uzasadnionych ekonomicznic technik biotechnologicznych.
Narzgdzie jakim jest manipulacja spekirum $wiatla daje mozliwosci wplywu na zwickszenie
cennych zwigzkéw o inferesujacej aktywnosci. 7 kolei wykazanie braku korelacjii migdzy
poziomami transkrypeji genéw syntazy cineolowej oraz SyCPS i SyCYP76AH3 a zawartoscig
produktéw, wskazujgcy na bardziej ztozony mechanizm biosyntezy badanych zwigzkéw, stanowi
podwaliny do kontynuowania tej cickawej tematyki w przyszlosci. Jak podkresla Doktorantka,
uzyskane wyniki przyczyniaja si¢ do zrozumienia plastycznosci fitochemicznej Sulvia vangi, rodliny
aromatycznej 1 leczniczej, w warunkach stresu srodowiskowego.

Strona formalna pracy nic budzi zastrzezef. Praca napisana jest poprawnym jezykiem
naukowym bez blgdéow stylistycznych i gramatycznych., Zaréwno cze$é teoretyczna jak
1 doswiadczalna opisane zostaly w sposdb zrozumialy dla odbiorcy. Nieliczne uchybienia
stylistyczne (np. brak kursywy w zapisie nazw tacinskich) i bledy literowe (np. HLPC zamiast

HPLC) nie wplywaja na wysoka jakos¢ pracy.
OCENA METODOLOGICTNA

Spis pozycji pismienniczych zawiera 131 pozycji. Zdecydowana wiekszo$é (okolo 90 %)
to anglojezyczne artykuly naukowe renomowanych czasopism z listy filadelfijskiej. Ponad 60 %
pozycji pimienniczych zostala opublikowana w ostatniej dekadzie, co $wiadezy o ich aktualnosei.
Dobdr zradet oceniam jako poprawny. Doktoranta w sposob whasciwy wykorzystuje zebrane
pozycje pismiennicze i udowadnia swoje przygotowanie merytoryczne do prowadzenia badan oraz
umiejetnosé przedyskutowania wiasnych wynikéw badan na tle istniejacej wiedzy.

Doktoranta nakresla cel pracy adekwatny do problemu badawczego oraz realizowanych
zadan badawczych dotyczacych badahi z zakresu biotechnologii roélin z zastosowaniem metod
rostinnych kultur in vitro, biologii molekularnej z wykorzystaniem technik analizy genomu oraz
metabolomu z aplikacja metod chromatograficznych. Wiasciwie sformutowane zadania badawcze
realizuje poprzez adekwatny dob6r metod badawczych i statystycznych. Mimo jasno zaznaczonego
celu pracy i szezegélowych zadan badawczych, w sposéb klarowny nie postawiono hipotezy
badawczej.

W ninicjsze] pracy Doktorantka wykazala si¢ znajomoscia metod hodowli pedow
w warunkach in vitro oraz zaprojektowania eksperymentu z zastosowaniem zroznicowanych
warunkéw oswietleniowych o zmiennym natezeniu 1 spektrum $wiatla - okreslita parametry stanu
fizjologicznego pedéw z wykorzystaniem technik szacowania i) zawartosci barwnikow
fotosyntetycznych, ii} stopnia peroksydacii lipidéw, iii) zdolnosci przeciwutleniajgeych metoda
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z rodnikiem DPPHe. W analizach fitochemicznych biomasy pedowej zastosowata metode 1)
wykorzystuiacg  odezynnik  Folina-Ciocalteu okreslajac  catkowita zawartodé zwiazkoéw
polifenolowych, ii) chromatografii cienkowarstwowej w celu stwierdzenia obecnosci Zwigzkow
triterpenowych. iii) chromatografii cieczowej (HPLC) w celu potwierdzenia obecnosci zwiazkdw
triterpenowych, iii) ponadto wykonata analizg Jjakosciows i ilodciowg zwigzkow nielotnych metoda
UHPLC-UV-Vis i metoda UHPLC-OTOF-MS oraz iv) analize zwiazkéw lotnych metoda
chromatografii gazowej GC-MS. Dodatkowo warsztat pracy poszerzyla o metody biologii
molekularnei badajgce poziom ekspresji voszezegdlnvech genéw. Pani Magister whasciwie
przedstawila sekwencje dzialan badawczych.

Uldad pracy doktorskiej jest prawidlowy. Praca zawiera czedé teoretyczng. rozpoczynaigca
si¢ wstepem i celem badan a nastgpnie podstawy teoretyczne wprowadzajace do podejmowanej
w pracy tematyki z zakresu Zrédel wiatta uzywanych w hodowli roglin, biosyntezy terpenoidéw
i fenylopropanoidGw, bioaktywnych zwigzkéw obecnych w badanym gatunku, roélinnych kultur
in vilro oraz charakterystyki botanicznef. zastosowania leczniczego i charakterystyki fitochemicznei
Salvia yangii. W czgscl dodwiadezalngj przedstawiony zostal badany materiat roslinny, metodyka
z zakresu okreélania parametrow stanu fiziologicznego hodowanych pedéw. analiz fitochemicznych,
oznaczenia poziomu ekspresji wybranych szlakéw biosyntezy oraz analizy statystycznej a w dalszej
kolejnodci wyniki wraz z dyskusia wynikéw, podsumowanie oraz wnioski. W pracy znajduje sie
spis pozycji pismienniczych, streszczenie w jgzyku polskim i angielskim (abstract), wykaz

stosowanych skrétow oraz wykaz fotografii, rycin, diagraméw i tabel.
WNIOSEK KONCOWY

Podsumowujgc oceng rozprawy Pani mgr inz. Weroniki Kozlowskiej stwierdzam,
ze tematyka badan jest oryginalna i cechuje jg interdyscyplinarny charakter. Wyniki badaf
W znacznym stopniu poszerzaja wiedzg o badanym, dotad stabo poznanym gatunku, ale oprocz

waloru poznawezego moga mied takze charakier aplikacyjny.

W trakele zapoznawania sic z praca doktorska nasunely mi sie nastepujace uwagi:

1. lJakie byly warunki hodowli kultur pgdowych tego gatunku szalwii na pozywkach stalych
w systemie stacjonarmnym? Czy Doktorantka wyselekcjonowata zaproponowany system
sposrad innych mozliwych przeznaczonych do hodowli i vitro organéw? Czy w pozywkach

hodowlanych zastosowano regulatory wzrosty i 10zwoju roslin?
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2. Na jakiej podstawie dokonano wyboru optymalnego czasu wzrostu pedéw w przypadku
doswiadczenia dotyczacego wplywu natezenia Swiatla/temperatury oraz do$wiadczenia
dotyczacego wplywu spektrum $wiatta?

3. W pracy zauwazy¢ mozna zastosowanie wielu technik chromatograficznych,
czy Doktorantka samodzielnie wykonywata wszystkie oznaczenia jakosciowe i ilodciowe
badanych zwigzkow? Jezeli takg wiedze i dodwiadczenie Doktorantka zdobywala stopniowo
podczas 13-letniego stazu pracy, walory te czynig z niej eksperta w zakresie technik
chromatograficznych.

4. Proszg o uzasadnienie wyboru metody z rodnikiem DPPH w celu okreslenia wlasciwosci
przeciwutleniajacych badanych prébek.

5. W badaniach nie zauwazono jednoznacznej korelacji pomiedzy otrzymanymi ilo$ciami
zwigzkow a poziomem ekspresji gendw. W jaki sposéb Doktorantka zmodyfikowataby
metodologig badan lub uzupetnita badania w kolejne analizy celem dostarczenia wyjasnienia
mechanizmu produkcji wybranych metabolitéw wtérnych pod wplywem zastosowanych

czynnikéw fizycznych?

Powyzsze pytania nie umniejszajg wartosci recenzowanej pracy — bioragc pod uwage
doswiadczenie naukowe Doktorantki, bardzo dobra znajomosé stosowanych technik oraz wysoki
poziom publikowanych artykuléw, zakltadam ze Autorka pracy doktorskiej udzieli merytorycznych

odpowiedzi na powyzsze pytania.

W $wietle wyzej przedstawionej, pozytywnej oceny recenzowanej rozprawy doktorskiej,
stwierdzam. ze zostaly spelnione wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom
doktorskim, zawarte w art. 13, ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tvtule w zakresie sztuki (Dz.U. 7z 2017 r.. poz. 1789 ze zm.).
Na tej podstawie wnoszg do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego
we Wroclawiu o przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie mgr Weroniki Kozlowskiej do dalszych

ctapéw postepowania dotyczacego nadania stopnia doktora nauk farmaceutycznych.

Naigoraita Yt

Dr hab. Malgorzata Kikowska



