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Ocena wyboru tematu

Halitoza jest powszechnym problemem zdrowotnym o zlozonych przyczynach. Pomimo
ogromnego postepu wiedzy 1 wnikliwych badan dotyczacych patogenezy tej choroby,
mechanizmy powstawania nie§wiezego oddechu pozostajg nadal nie w petni poznane i stosowane
dotad efekty terapeutyczne nie sa zadowalajace. Efektywne projektowanie lekéw — opracowanie
markeréw chorobotwérczych w przebiegu choroby, a nastepnie parametrow procesowych
wytwarzania skutecznego w jej leczeniu produktu, tj. dobor aktywnego sktadnika, okreslenie jego
wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych oraz sprawdzenie aktywnosci in vivo na modelu
zwierzecym, a nastgpnie na modelu ludzkim koncowego produktu — jest jednak trudne.
Dodatkowo, wykorzystanie w charakterze nosnika substancji aktywnej zwiazkéw pochodzacych
z surowcow ro$linnych i zielarskich nie zawsze oznacza bezpieczenstwo uzytkowania takiego
produktu. Dlatego podjecie si¢ przez Panig Anne Wieczynska tego ztozonego problemu
1 opracowanie metod wytwarzania produktow leczniczych skutecznych w leczeniu halitozy
uwazam za cenne i uzasadnione. Wykorzystujac wiedz¢ z kilku dyscyplin, w tym z chemii
organicznej, fizykochemii, biologii, farmakologii oraz inzynierii chemicznej, Doktorantka
zrealizowala solidny, przemyslany projekt badawczy nad opracowaniem metody wytwarzania
produktow leczniczych - fine chemicals - skutecznych w leczeniu halitozy. Badania zostaty

wykonane w ramach programéw finansowanych ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach
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Europejskiego Funduszu Spolecznego oraz ze S$rodkow Krajowego Naukowego Osrodka

Wiodacego (KNOW) na lata 2014-2018 dla Wroctawskiego Centrum Biotechnologii.

Ocena formalna pracy

Praca ma typowy dla rozpraw doktorskich uktad, sklada si¢ z siedmiu rozdzialow: Wstep
teoretyczny, Cel rozprawy doktorskiej, Badania wtasne, Wyniki i ich omowienie, Podsumowanie,
Literatura oraz Osiggniecia naukowe. Ponadto zawiera Spis tresci, Wykaz skrotow, Spis tabel
i rysunkow, Wprowadzenie oraz Streszczenie w j. polskim 1 angielskim. Praca liczy 217 stron
tekstu, w ktorej jest 49 tabel i 63 ryciny. Proporcje poszczegdlnych czes$ci pracy sa dobrze
wywazone, wszystkie sg $ciSle powigzane z tematem pracy i lacza si¢ w spojng catos¢. Czes¢
teoretyczna obejmuje 32 strony, cel pracy — 4 strony, a w czesci doswiadczalnej — opis badan
wlasnych, omowienie i dyskusja wynikéw i podsumowanie — 144 strony. Pi§miennictwo, 195
pozycji literaturowych, w wigkszo$ci anglojezycznych opublikowanych do 2024 r. wlacznie i 14
zrodet internetowych, zestawiono na 14 stronach. Praca zostata napisana dobrym jezykiem
naukowym, tzn. zrozumialym, jednoznacznym i logicznym. Nieliczne niedociggnigcia, literowki

czy inne usterki j¢zykowe lub interpunkcyjne, zaznaczytam w recenzowanym egzemplarzu pracy.

Ocena merytoryczna pracy

Tytut pracy odpowiada jej tresci. We Wprowadzeniu Doktorantka w zwiezty sposob przedstawita
podjety problem badawczy, ktory nastepnie szerzej opisata w pierwszej, teoretycznej czesci pracy.
Scharakteryzowata w niej leki ro$linne, skupiajac si¢ na wymaganiach jakim powinny one
sprosta¢, sposobach izolacji 1 oczyszczania ich komponentow, postaciach w jakich moga
wystepowac oraz substancjach czynnych zawartych w surowcach roslinnych i metodach ich
pozyskiwania. Ta czg$¢ pracy, a takze kolejny rozdziat, opisujacy zagadnienia zwigzane z chorobg
jamy ustnej halitozy, jej uwarunkowaniach oraz metodach diagnozowania i leczenia, stuzyta do
sformulowania celow i zadan badawczych. Nadrzgdnym celem pracy bylo opracowanie metod
wytwarzania 1 charakterystyka potencjalnych produktow leczniczych o okreslonej
funkcjonalno$ci. Aby zrealizowac ten cel, Doktorantka szeroko zakrojone, wielowatkowe zadania
badawcze podzielita na cztery gtowne i jeden dodatkowy etap, wyszczegolniajac szczegodtowe cele
dla kazdego z nich. Etap I dotyczyl metod wytwarzania produktow leczniczych z surowcéw
ro$linnych oraz syntetycznych analogow, etap II i III obejmowat, charakterystyke chemiczng i

oceng biologiczng uzyskanych produktow, a etap IV — preformulacje produktu leczniczego i oceng
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jego skutecznosci. Duze znaczenie ma rowniez opracowanie modelu choroby, nad ktéorym
Doktorantka skupita si¢ w etapie dodatkowym.

Ta czg$¢ rozprawy jest interesujaca i dobrze wprowadza do dalszych jej rozdzialow. Na
uznanie zastuguje ogolny schemat ilustrujacy koncepcje badan (str. 52 rys. 5) oraz schematy
przedstawiajace kroki postgpowania w poszczegolnych etapach realizowanych zadan badawczych
(str. 57 rys. 6, str. 67 rys. 12, str. 84 rys. 16). Z punktu widzenia czytelnika byly one bardzo
pomocne. W Streszczeniu Autorka w bardzo ogdlny sposob przedstawita zakres swojej pracy.
Szkoda, ze nie znalazty si¢ w nim interesujace dane ilosciowe, ktore przyciagnetyby
zainteresowanie czytelnika. Korzystne bytoby rowniez, aby w Wykazie skrotow znalazty si¢
wszystkie stosowane w pracy akronimy, bo jest on niekompletny, co z perspektywy czytelnika
nastarcza pewne problemy. Czym rézni si¢ ekstrakcja cieczy pod wysokim cisnieniem, dla ktorej
przypisano skrét PLE, od ekstrakcji rozpuszczalnikiem pod cisnieniem oznaczonej jako PSE
(odpowiednio, str. 3112 i str. 322)? Zamiast aktywnos¢ antymikrobialna (str. 53'3) lepiej napisaé
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, a zamiast niska objetos¢ (str. 19, Tab.1) uzy¢ mata objetosc.

Kolejng cz¢$¢ rozprawy, zatytulowana Badania wiasne, Doktorantka rozpoczgta od
przedstawienia wykazu materialdow, odczynnikéw 1 aparatury badawczej, opisania metodyki
1 warunkéw przeprowadzonych doswiadczen (wraz z zastosowanymi technikami pomiarowymi)
oraz scharakteryzowania pod wzgledem chemicznym i biologicznym uzyskanych produktow.
Z uwagi na wieloaspektowy charakter pracy, starannie i trafnie dobrane techniki wymagaty
wspotpracy z naukowcami z wielu obszaréw badawczych. Dzigki umiejetnej 1 skutecznej
wspotpracy z naukowcami z: Wydzialu Lekarsko-Stomatologicznego Uniwersytetu Medycznego
we Wroclawiu, Centrum Badah Jakosci przy KGHM w Lubinie, Wydzialu Elektroniki
Mikrosysteméw 1 Fotoniki  Politechniki  Wroctawskiej, ~Wydzialach  Przyrodniczo-
Technologicznym, Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci, i Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu oraz Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej PAN we Wroctawiu,

a takze z firmami farmaceutycznymi: Przedsiebiorstwem Produkcji Farmaceutycznej Hasco-Lek

S.A., Farmaceutyczng Spotdzielnig Pracy Gelana we Wroctawiu, K-link Poland i ActusPharma
w Poznaniu, wytyczony cel zostat osiggnigty.

Uwagi zwigzane z tym fragmentem pracy dotycza nieujgcia w Wykazie aparatury
badawczej wszystkich wykorzystanych w badaniach urzadzen, z podaniem ich typu i producenta.

Te informacje sg niepotrzebnie powielana na kolejnych stronach pracy (np. str. 58s, str. 605, str.
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637, str. 64113, str. 7113, str. 7213, str. 839, str. 90,-4). Skad pochodzily szczepy bakterii i grzybow
nie podano. Aby unikng¢ zbednych powtorzen sugerowatabym takze potaczenie rozdziatu 1.1 (str.
55) z tabelg 7 w rozdziale 2.2.2 (str. 70), a wyszczegdlnione w punktach wieloczynnikowe kryteria
technologii otrzymywania fitofarmaceutykdéw opisane w rozdziale 2.2.1 (str. 68-69) z podobnym
opisem znajdujacym si¢ w rozdziate 2.2.4 (str. 70). Na rys. 16 (str. 84) przedstawiono etap IV
badan, a nie jak btgdnie podano etap III.

Tre$¢ kolejnego rozdziatu pracy, Wyniki i ich omowienie, udowadnia, ze Doktorantka
biegle postuguje si¢ nowoczesnymi, wielorakimi metodami, technikami i1 narzedziami
badawczymi. Przedstawiane krok po kroku szczegotowe wyniki eksperymentow zostaty doglebnie
przeanalizowane 1 rzeczowo przedyskutowane. Na szczegdlng uwage zasluguje logiczne
uzasadnienie celowosci podjecia kolejnych etapow badan. Na przyktad, w celu opracowania
modelu jednostki chorobowej (halitozy), Doktorantka przekonujaco objasnia dobér modelowych
szczepOw bakterii i selekcje izolatow uzyskanych z materiatu klinicznego pobranego od pacjentéw
do monitorowania procesu wydzielania przez nie lotnych zwiazkéw siarki (LZS), nastgpnie
uzasadniania dobor metod analizy tych zwiazkéw, by w kolejnym kroku dobra¢ parametry
procesowe, w tym rodzaj prekursora i jego st¢zenie oraz czas prowadzenia hodowli bakterii, dla
wydajnej produkcji przez nie LZS. Sposob prezentacji kolejnych wynikoéw badan jest podobny, co
prac¢ o charakterze interdyscyplinarnym, a taka praca Pani Anny Wieczynskiej jest, czyni
przejrzysta i zrozumiala. Skrupulatne opisy pozwalaja $ledzi¢ tok rozumowania Autorki, jednak
powtorzenia niektorych informacji niepotrzebnie zwigkszaja obje¢to$¢ pracy. Na przyklad,
rozdziaty 2.1.1 (str. 105) 1 2.2.2 (str. 69), rozdziaty 2.1.2 (str. 107) i 2.2.3 (str. 70) noszg ten sam
tytul i zawierajg te same informacje, a tabele 20 (str. 118-120), 8 (str. 74) 133 (str. 151-153) mozna
by potaczyé, bo zawarte w nich dane cze$ciowo powtarzaja si¢. Bardzo cenna jest analiza
chromatograficzna, jaka Doktorantka przeprowadzila dla olejkéw eterycznych (str. 124-150). Dla
kazdego z nich podata sktad chemiczny i wzory strukturalne gldownych sktadnikdw, niepotrzebnie
jednak przytaczajac przy niektérych z nich te same wzory. Na rysunkach 27 (str. 108) 1 32 (str.
114) zabrakto podpisu osi rzednych. Co oznacza skrét L., F., Z. w nazwie ostatniej kolumny tab.
18 (str. 106)?

Doktorantka zrealizowatla postawiony cel pracy. Uzyskane rezultaty badan sa warto$ciowe

zarowno pod wzgledem naukowym, jak i praktycznym. Za interesujace naukowo uwazam:
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— poznanie mechanizméw wydzielania LZS 1 testowania potencjalnych lekow
ros$linnych — istotne dla opracowania modelu jednostki chorobowe;j (halitozy),

— ustalenie operacji i procesow jednostkowych, w tym dobor surowca, fizycznych
i chemicznych parametrow procesOw, rodzaju ekstrahenta, technik oczyszczania
oraz charakterystyke chemiczng i biologiczng uzyskanych produktow — wazne dla
opracowania technologii otrzymywania lekéw roslinnych,

— ocen¢ cytotoksyczno$ci, genotoksyczno$ci i wilasciwosci przeciwbakteryjnych
ekstraktow roslinnych — konieczne dla zapewnienia bezpieczenstwa stosowania
leku roslinnego,

— wykazanie na modelu zwierzecym skuteczno$ci ostatecznego produktu w inhibicji
LZS i jego pozytywnego wpltywu na zdrowie jamy ustnej — warunkujace badania
na modelu ludzkim.

Wazne z praktycznego punktu widzenia byto natomiast uwzglgdnienie w koncowej ocenie
procesu technologicznego aspektow Srodowiskowych 1 ekonomicznych, w tym iloSci
poszczegolnych procesow, czasu, ilosci zuzywanej energii i rozpuszczalnikow, ilosci odpadow
poreakcyjnych, a takze wydajnosci i kosztochtonnosci procesu.

Rozprawe doktorska konczy rozdziat Podsumowanie, w ktorym znalazly si¢ najwazniejsze
rezultaty prac badawczych. Wynikaja one z przeprowadzonych badan, sa logicznie ze soba

powigzane i potwierdzaja, ze cel pracy zostal osiagnigty.

Pytania i uwagi

Ogblny poziom rozprawy oceniam bardzo wysoko. Wskazuje on na dojrzalosé naukows oraz
kompletno$¢ warsztatu badawczego Doktorantki. Krytyczny czytelnik moze jednak znalez¢ w niej
kilka wad, w wigkszosci drobnych, jak na przyktad uzycie jednostek stezenia i objetosci spoza
uktadu SI (np., str. 409.11, str. 80'2, str. 161610, tab. 39 str. 162, str. 166124, tab. 44 str. 174),
nieprawidlowe nazewnictwo chemiczne i specjalistyczne - matoczgsteczkowe zwigzki zamiast
niskoczgsteczkowe zwiqzki (str. 2716), sacharydy/polisacharydy zamiast cukry/wielocukry (str. 27s,
str. 30'%, str. 44'2, tab. 22 str. 123), ditlenek cynku i ditlenek tytanu zamiast dwutlenek cynku
i dwutlenek tytanu (odpowiednio, str. 42> i str. 48. Tab. 5), sacharynian sodu/sol sodowa sacharyny
zamiast sacharyna sodowa (str. 46-50, Tab. 5). Szkoda, ze w przypadku analizy niektorych

wynikow nie zastosowano testu t-Studenta lub jednoczynnikowej analizy wariancyjnej, gdyz tylko
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w takim przypadku mozna wykaza¢, czy wystepujace rdznice sg istotne statystycznie (np., rys. 32
str. 114, rys. 21 str. 121, rys. 52-55 str. 178-179, rys. 57 str. 183). Dlaczego oznaczenia MIC, MBC
1 MFC przeprowadzono wg. rekomendacji CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute),
a nie EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)? Dlaczego w tab.
38 str. 160 warto$ci te wyrazono w mg/mL, a w tab. 44 str. 174 w ng/mL? Jak wyznaczono wartos¢
ICso podang w tab. 21 (str. 121)? Dlaczego jako trzeci sktadnik substancji czynnej w produktach
zelowych PZ1-PZ5 oprocz BPtM3 i BPGM3 dodano bioprodukt BPoM3, skoro po analizie
chemicznej okreslajacej zawarto§¢ zwigzkéw fenolowych, flawonoidéw 1 aktywnos$é
przeciwutleniajaca (tab. 21 str. 121), nie zostat si¢ on wybrany do dalszych badan biologicznych
(tab. 37 str. 159 i tab. 38 str. 160 zawiera jednak wyniki tych badan) jako najbardziej obiecujacy
bioprodukt? Na str. 185 Autorka napisata, ze aby zapewni¢ efektywnos$¢ terapeutyczng
otrzymanego produktu, w kolejnych etapach, ocen¢ fizykochemiczng nalezaloby rozszerzy¢
o badania lepkosci produktu, rozciggliwosci hydrozelu oraz kinetyki uwalniania substancji
aktywnych. W Podsumowaniu za$ znalazly si¢ stowa o tym, ze przeprowadzone analizy daja
podstawe do dalszych etapow badan, zwlaszcza na modelu ludzkim. Czy zamierza Pani
kontynuowac te badania? Chociaz Podsumowanie pracy w zwigzly sposob porzadkuje calos¢
przeprowadzonych prac badawczych to nie zawiera wnioskow. Prositabym zatem

o przedstawienie kilku, najwazniejszych z nich w trakcie publicznej obrony.

Dorobek naukowy

W odrebnym rozdziale, stanowigcym uzupetnienie przedtozonej do recenzji pracy, Doktorantka
zestawita swoje dotychczasowe osiagnigcia naukowe, organizacyjne i popularyzujace nauke. Mgr
inz. Anna Wieczynska jest wspotautorka 4 artykutéw naukowych o sumarycznej liczbie punktow
365 zgodnie z punktacja MNiSW, wszystkie opublikowane w czasopismach z bazy Journal
Citation Reports o sumarycznym wspolczynniku wptywu IF = 12.585 oraz wspotautorka
6 referatow 1 16 komunikatoéw konferencyjnych. Uczestniczyta tez w 7 projektach naukowych,
w charakterze kierownika, gtownego wykonawcy lub wykonawcy i odbyla 4 staze naukowe
w zagranicznych i krajowych jednostkach naukowych. Pani Anna Wieczynska jest cztonkiem
Stowarzyszenia Inzynieréw i Technikow Przemystu Chemicznego, a takze cztonkiem Komisji ds.
Mtodej Kadry Technicznej tego Stowarzyszenia. Brala czynny udzial w wydarzeniach

popularyzujacych nauk¢ w ramach Dolno$laskiego Festiwalu Nauki — Wroclaw oraz Region
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(Jelenia Géra, Zabkowice Slaskie, Watbrzych) i Nocy Biologéw Wroctaw 2020 oraz w ramach

zaje¢ dla dzieci przedszkolnych oraz mtodziezy gimnazjalnej i ponadgimnazjalne;.

Whiosek koncowy

Podsumowujac z satysfakcjg stwierdzam, ze mgr inz. Anna Wieczynska, realizujac cele badawcze
rozprawy, wykazala si¢ umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, poprawnej
interpretacji wynikow i znajdowania migdzy nimi zwigzkow przyczynowo-skutkowych. Wyniki
te doprowadzity do opracowania technologii wytwarzania lekéw roslinnych jako nowych fine
chemicals, otwierajac nowe perspektywy w leczeniu halitozy i stanowig oryginalny, istotny wktad
Doktorantki w rozwdj inzynierii chemicznej. Tym samym Pani mgr inz. Anna Wieczynska
spetnita warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz.1789 z p6zn.
zm.) oraz o przepisach zmieniajacych ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dn.
3 lipca 2018 roku (Dz.U. z 2018, poz. 1669). Dlatego wnosz¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny

Naukowej Inzynieria Chemiczna Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Pani Anny

B S T

Wieczynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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