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Ocena pracy doktorskiej
na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,
w dyscyplinie nauki farmaceutyczne
wykonanej przez Panig magister Malgorzate Koltun-Jasion
pt. ,,Poszukiwanie zwiazkéw pochodzenia naturalnego w terapii schorzen o podlozu
zapalnym”
pod opieka: promotora: Pani prof. dr hab. Anny K. Kiss
oraz promotora pomocniczego: Pani dr n. farm. Agnieszka Filipek

w Katedrze i Zakladzie Biologii Farmaceutycznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Interdyscyplinarna rozprawa doktorska zestawia wyniki badan naukowych
prowadzonych przez Panig magister farmacji Matgorzate Kottun-Jasion w latach 2018-2024
podczas studiéw doktoranckich wykonywanych w Katedrze i Zakladzie Biologii
Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (dawniej Katedra Farmakognoz;ji
i Molekularnych Podstaw Fitoterapii). Czgs¢ z nich Doktorantka opublikowata w dwdch
pracach naukowych o wysokiej warto$ci wspdtczynnika IF:

1. Koftun-Jasion M., Sawulska P., Patyra A., Wozniak M., Dudek MK., Filipek A., Kiss AK.;
Bio-guided isolation of compounds from Fraxinus excelsior L. leaves with anti-
inflammatory activity; International Journal of Molecular Sciences; 2023, 24(4), 3750;

https://dot.org/10.3390/ijms24043750. IF = 6,208; Punkty MNiSW = 140



2. Patyra A., Koltun-Jasion M., Jakubiak O., Kiss AK.; Extraction Techniques and Analytical
Methods for Isolation and Characterization of Lignans; Plants, 11(17), 2023;
https://doi.org/10.3390/plants11172323; IF = 4.658; Punkty MNiSW = 70,

a na zakonczenie procesu publikacji czeka kolejna praca:

Koltun-Jasion M., Patyra A, Dudek MK, Filipek A, Oiry C, Kiss AK.; Dietary lignans
effect on inflammation underlying metabolic disorders. Journal of Agricultural and Food

Chemistry 202#, #(#), #. IF=6.1; MEiN=140.

Wyniki prowadzonych przez Panig magister badan naukowych prezentowane byly takze

podczas dziesigciu zjazdéw naukowych w postaci posterow i wystapienia ustnego.

Doktorantka przedstawia do oceny solidnie przygotowang rozprawg doktorska
podzielong na czytelne rozdziatly. Rozprawe otwiera wykaz skrotow i streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, po ktérych nastgpuja:

- czgs$é teoretyczna obejmujacg wstep, charakterystyke roslin z rodziny Oleaceae, z rodzaju
Forsythia i Fraxinus, patogenezg chordb niezakaznych o podiozu zapalnym, opis roli komdrek
monocytow i makrofagdbw w przebiegu procesu zapalnego i znaczenie receptoréw TLR
w procesie zapalnym,

- cele badan i hipotezy badawcze;

- materialy i metody wykorzystane podczas realizacji pracy doktorskiej, dotyczace badan
chromatograficznych i oceny wlasciwosci biologicznej ekstraktow, frakcji i izolatow,
przedstawiajace w sposdb poprawny i bardzo skrupulatny zaréwno material badawczy, jak
i zastosowane procedury,

- doktadnie przygotowane oméwienie wynikow z licznymi figurami i tabelami

- dojrzata dyskusja otrzymanych rezultatdw pokazujaca najwazniejsze osiagnigcia
wypracowane W niniejszej pracy i ich zestawienie z dostgpng juz literatura naukowa
- wnioski, perspektywy przysztych badan,

a takze spis rycin i tabel, wykaz literatury i informacje nt wyksztalcenia i aktywnosci naukowe;j
i dydaktycznej Doktorantki w formie dodatkowego rozdziatu.

Oceniania rozprawa doktorska obejmuje 237 stron maszynopisu. Opracowanie mimo duzej
objetosci przygotowane jest bardzo czytelnie, schludnie i z nalezytg starannoscia. Posiada
liczne figury i tabele, ktére ulatwiaja zrozumienie podjetej Sciezki badawczej. Czgsé
teoretyczna pracy obejmuje ok. 40 stron. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje opisana na

kartach rozprawy charakterystyka roslin z rodzaju Forsythia. Zebrane informacje dotyczace



kompozycji i dzialania biologicznego wyciagéw otrzymywanych z roslin nalezgcych do tego
rodzaju mogg sta¢ si¢ tematem pracy przegladowej. Czg$¢ teoretyczna uwzglednia takze
ciekawe wprowadzenie do patogenezy chordb przebiegajagcych z wytworzeniem stanu
zapalnego oparte na najnowszej literaturze naukowej i uwzgledniajace charakterystyke i role
komérek o kluczowym znaczeniu dla tego procesu. W moim odczuciu korzystna bytaby zmiana
kolejnosci rozdziatéw i przeniesienie celu i gtdwnych hipotez pracy przed wstep, aby - czytajac
czgs¢  teoretyczng  pracy - zna¢  juz  zalozenia  rozprawy  doktorskie;j.
Pismiennictwo obejmuje 300 pozycji literaturowych. Zbioér ten stanowi bardzo warto$ciowe
zestawienie. Na liscie tej znajduja si¢ najnowsze i gtdwnie anglojezyczne prace opublikowane
w czasopismach o mi¢dzynarodowym zasiggu. W tresci pracy doktorskiej nie odnalaztam
podsumowania wkiadu Doktorantki w przeprowadzone badania, niemniej informacje
o publikacjach i streszczeniach zjazdowych powstajacych na bazie niniejszej rozprawy
pozwalaja jednoznacznie stwierdzi¢, ze rola ta byla wiodaca i ze Pani magister w trakcie
studiow doktoranckich nabrata samodzielnosci w prowadzeniu badaf naukowych, posiada
stosowng wiedz¢ w dziedzinie i umiejetnos¢ planowania doswiadczen badawczych, a takze, ze
w Swojej pracy Doktorantka potrafi wykorzystaé nowoczesna i specjalistyczng aparature

badawczg oraz interpretowac otrzymywane wyniki.

Swoimi zainteresowaniami badawczymi Pani mgr Matgorzata Kottun-Jasion objeta
gatunki rodlin z rodziny Oleaceae — niewystarczajaco przebadane dotad gatunki forsycji
i jesionu, dla ktérych potwierdzita silne wiasciwosci przeciwzapalne i hamujace procesy
akumulacji cholesterolu. Zaprezentowane na kartach rozprawy wyniki badaf naukowych
obejmujg szerokie dziatania zwigzane zaréwno z przygotowaniem wyciagéw roslinnych,
okresleniem ich kompozycji przy pomocy technik chromatograficznych sprzezonych z detekcja
UV oraz MS, izolacjg¢ pojedynczych zwigzkéw z bogatej matrycy przy pomocy technik
podziatu typu ciecz-ciecz, metod chromatografii kolumnowej ze stalym adsorbentem
i wysokosprawnej chromatografii preparatywnej, identyfikacje izolowanych metabolitéw przy
pomocy techniki NMR, a takze bardzo szeroko zakrojone studium wiasciwosci biologicznych
wyciggow, frakcji i izolatow prowadzonych w kierunku okre$lenia potencjatu
przeciwzapalnego i cytotoksycznego w modelach m.in. komérek monocytéw/makrofagow
PBMS, makrofagéw linii THP-1, z uwzglgdnieniem badania wplywu na regulacje $ciezek
sygnalowych MAPK i modulacji przekazywania sygnatu za posrednictwem receptoréw TLR.
Otrzymane wyniki badan posiadaja wydzwigk praktyczny. Doktorantka pokazuje bogatg

kompozycje badanych gatunkéw roslin, wskazuje optymalny czas zbioru substancji roslinnej



gwarantujacy wysoki poziom cennych z farmakologicznego punktu widzenia metabolitow,
opracowuje metodyke izolacji pojedynczych molekut, ktére trudno jest pozyskac
z komercyjnych zrédet, z catkowitych wyciaggéw (do badan wyizolowano m.in. az 10 g
forsytozydu A i 0.5 g filiryny), aby udowodni¢ im cenne wilasciwosci biologiczne i przez to
zwr6ci¢ uwage na badane gatunki w kontekscie ich dalszego stosowania w terapii choréb
o podtozu zapalnym i do redukcji akumulacji ztogdw zylnych cholesterolu. Za najcenniejszy
material uznano liscie forsycji zwistej i forsycji posrednie;j.
Na podkreslenie zastuguje fakt, iz Doktorantka prowadzita prace badawcze na wielu grupach
metabolitow wtdmych syntetyzowanych przez wybrane gatunki roslin. Wyniki badan
uzupetniajg dotychczasowa wiedz¢ o dane nt lignanow, flawonoidéw, sekoirydoidow.
fenyloetanoidéw i kwasow fenolowych z tak duzej grupy roslin, ktére Pani magister objeta
Swoimi badaniami. Kazda rodzina zwigzkéw posiada inny charakter chemiczny i wymaga
innych procedur izolacji, ktére Pani magister musiata zglebi¢ w trakcie prowadzonych badan.

Pragne podkresli¢, iz mnogos¢ prowadzonych przez Doktorantke badan na bardzo
wysokim poziomie zastuguje na wyrdéznienie. W trakcie przygotowywania doktoratu Pani
magister musiata podejmowad liczne trudne i pionierskie decyzje, dzigki czemu oceniana
rozprawa prezentuje bardzo szeroka wiedzg teoretyczna oraz praktyczng Doktorantki. W moim

odczuciu zestawione w pracy doktorskiej rezultaty moglyby stanowi¢ dwie oddzielne prace

doktorskie.
Dla mnie osobiscie najbardziej cickawe sa osiggnigcia dotyczace izolacji pojedynczych
zwigzkéw z tak bogatych kompozycyjnie matryc. Doktorantka musiala sama wypracowa¢
unikalne warunki chemiczne, ktére umozliwily rozfrakcjonowanie wyciaggéw. Ogrom
przeprowadzonych prac obrazujg figury 18-20, a rezultatem s3 duze ilosci pojedynczych
substancji, dla ktorych nie okre$lono dotychczas petnego profilu dziatania biologicznego ani
mechanizméw dziatania. Dzigki mrowczej pracy Pani magister luki w badaniach izolowanych
zwigzkoéw mogly zosta¢ wypetnione — szczegolnie w kontekscie dziatania przeciwzapalnego.
Posrod wielu uzyskanych informacji, przeprowadzona izolacja pozwolita tez na
uzupetnienie wiedzy z zakresu wiasciwosci biologicznych lignanéw. To bardzo cenne dane
badawcze, ktdre otrzymano, pracujac zaréwno na samych zwiazkach, jak i na ich metabolitach.
Przy duzym zrdznicowaniu strukturalnym przedstawicieli tej grupy,
w literaturze naukowej wcigz brakuje informacji na temat ich profilu farmakologicznego
i molekularnych mechanizméw dziatania.
Nie sposob odnies¢ sie do wszystkich wynikéw opisanych w rozprawie przez Doktorantke.

Ponizej chciatam wyréznic€ kilka osiagnig¢ wynikajacych z rozprawy:



e Okreslenie optymalnego czasu zbioru materiatu roslinnego dzieki doglebnej analizie
fingerprint gldéwnych metabolitow przy pomocy HPLC-MS

e Identyfikacja skltadowych wyciagéw z jesionu odpowiedzialnych za dziatanie
przeciwzapalne naparow/ekstraktow z tej rosliny (okreslenie potencjatu biologicznego
oleoakteozydu)

e W przypadku lignandw (aktygenina, arktyina, trachylogenina) — okreslenie
molekularnych mechanizméw dziatania przeciwzapalnego; wsrdd nich: potwierdzenie
zaleznos$ci pomigdzy aktywnoscia przeciwzapalng a procesami akumulacji cholesterolu
(hamowanie ekspresji receptora CD36 i aktywacja transportera ABCA-1), okreslenie
hamujacego wplywu na aktywno$¢ MAPK i NF-kB, modulacji ekspresji sciezek
sygnatlowych aktywowanych za posrednictwem receptoréw TLR i przedstawienie
wynikéw dotyczacych wplywu na konkretne mediatory stanu zapalnego oraz genéw
odpowiedzialnych za ich syntezg.

Podsumowujac, chciatam podkresli¢, ze zaprezentowane na kartach rozprawy wyniki
w znaczacy sposob poszerzaja obecng wiedz¢ z zakresu kompozycji i zastosowania
przedstawicieli rodziny oliwkowatych w chorobach o podtozu zapalnym. Autorka bardzo
dojrzale interpretuje zaobserwowane wieloptaszczyznowe mechanizmy dzialania, zestawia je
w pracy z danymi dotyczacymi biodostgpnosci zwigzkow w organizmie czlowieka i analizuje
mozliwe sposoby wykorzystania Swoich wynikéw w praktyce, rozwazajgc wprowadzenie
badanych surowcéw jako alternatyw dla tradycyjnej farmakoterapii lub racjonalnej

suplementacji.

Z obowigzku recenzenta pragng wnies¢ kilka uwag do pracy. Na wstepie chciatam
jednak podkresli¢, ze wymienione ponizej drobne uchybienia nie zmieniajg bardzo wysokiej
oceny recenzowanej rozprawy doktorskie;j:

1) proszg o stosowanie w przysztych pracach polskojezycznych terminu ‘rozdzielanie
chromatograficzne’ zamiast ‘rozdziat chromatograficzny’

2) na kartach rozprawy nie odnajduj¢ informacji na temat typu spektrometru mas
zastosowanego do oznaczen; tabele w pracy posiadaja wartosci m/z bardzo matej doktadnosci,
a do pracy nie dofaczono zadnego chromatogramu, widma masowego ani NMR; zaréwno
wartodci przedstawione dla jonéw molekularnych, jak i fragmentéw zarejestrowanych na
widmach MS/MS to wartosci bardzo niedoktadne, bez cyfr mniejszych od jednosci; prosze
serdecznie o komentarz odnos$nie typu stosowanego analizatora i podstawy do identyfikacji

poszczego6lnych metabolitéw na podstawie tak niedokiadnego pomiaru masy.



3) w rozdziale 3.3.1. opisano, iz do analiz wykorzystywana jest kolumna o $rednicy
ziarna 1,9 um, a w procesie przygotowania probek do analizy stosowane sg saczki
strzykawkowe o $rednicy poréw 0,45 pum; czy tak duze pory saczka nie przyczynialy sie do
przytykania kolumny chromatograficznej? Serdecznie prosz¢ o komentarz.

4) czy przeprowadzono wstepng optymalizacj¢ parametréw pracy spektrometru mas?
Przedstawiona na kartach rozprawy wysoka temperatura gazu nosnego i duze napigcie

kapilarne mogly prowadzi¢ do rozkladu metabolitow o prostszej budowie — jeszcze w zrodle.

W tym miejscu chcialam spyta¢ o dalsze plany naukowe Pani magister. Czy
zastanawiala si¢ Pani nad opracowaniem protokotu do przemystowego pozyskiwania
najbardziej aktywnych metabolitow? Czy zasigg wystgpowania forsycji i dostepny tonaz lisci
zaspokoitby potrzeby rynku? Jak widzi Pani perspektywy wiaczenia badanych przez Panig

gatunkow do preparatow ro$linnych?

Podsumowujgc, rozprawe doktorska Pani mgr Matgorzaty Kottun-Jasion oceniam od strony
merytorycznej bardzo wysoko. Tre$¢ rozprawy swiadczy o bardzo dobrym warsztacie
przekazanym Doktorantowi przez Promotoréw, o przygotowaniu teoretycznym i manualnym
Doktoranta, umiejetnosci organizowania pracy badawczej oraz planowania i rozwigzywania
probleméw naukowych. Podkreslajac, ze badania prezentuja wysoki poziom naukowy,
dostarczajg nowych istotnych danych wplywajacych na rozwdj dyscypliny, maja
charakter nowatorski i wykazuja potencjal do praktycznego wykorzystania, wnioskuje
o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego prosbe o dalsze procedowanie zmierzajace do nadania mgr Malgorzacie Kottun-
Jasion stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Prof. dr hab. n. farm. Wirginia Kukuta-Koch,
i ?r‘m, e &wa- —och

- Elektronicznie
Wl rg iNnla podpisany przez

Wirginia Anna Kukuta-
Anna g

. Data: 2024.03.11
KU ku*a KOCh 18:37:20 +01'00'



