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RECENZJA

Osiggniecia naukowego i catego dorobku naukowego, dydaktycznego i organizacyjnego
Dr. Ewy Agnieszki Kochan w zwigzku z postepowaniem o nadanie stopnia
doktora habilitowanego

Sylwetka zawodowa Kandydatki

Pani dr Ewa Kochan ukonczyla studia w 1994 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Lodzkiego w Lodzi, uzyskujac tytul magistra biologii. Prace magisterska pt.
,Wplyw kwasu salicylowego 1 zakazen Botryfis cinerea na zawartos¢ fenoli 1 aktywnosc
peroksydazy w lisciach truskawki namnazanych technikg in vitro” zrealizowata w Zakladzie
Fizjologii i Biochemii Roslin na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Lodzkiego.
Promotorem pracy byl prof. dr. hab. Henryk Urbanek.

Stopien doktora nauk farmaceutycznych uzyskata na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi na podstawie rozprawy ,Hodowla in vitro 1 badania
fitochemiczne Panax quinguefolium” wykonanej w Zakladzie Biosyntezy Srodkow
Leczniczych (obecnie Zaktad Biotechnologii Farmaceutycznej). Promotorem rozprawy byl
prof. dr hab. Aleksander Chmiel.

Pani dr Ewa Kochan ukonczyla takze Studia Podyplomowe Komercjalizacji Nauki 1
Technologii  Uniwersytetu EPodzkiego (14.04.2014 r) wuzyskujac rowniez certyfikat
Uniwersytetu Teksanskiego w Austin (9.11. 2013 r.).

Od stycznia 1996 roku do chwili obecnej Habilitantka jest zatrudniona w Zakladzie
Biotechnologii  Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, poczatkowo na
stanowisku asystenta, a od roku 2012 do chwili obecnej, na stanowisku adiunkta.

Ocena osiggniecia naukowego pt.:

»Optymalizacja warunkoéw hodowli i biosyntezy ginsenozydéw w kulturach korzeni
transformowanych zenszenia poélnocnoamerykanskiego prowadzonych w kolbach
wstrzasanych i bioreaktorze rozpylowym ”.

Ocena formalna

Ocena zostata przeprowadzona na podstawie zlozonej przez dr Ewe Kochan, wymagane;
ustawa dokumentacji, na ktorg sktadaja si¢: autoreferat, 7 publikacji stanowiacych osiggnigcie
naukowe wraz z oswiadczeniami wspolautorow publikacji, analiza bibliometryczna dorobku



naukowego opracowana przez Biblioteke Gtowna Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, wykaz
opublikowanych prac naukowych nie wchodzacych w skiad osiagniecia naukowego,
informacja o dziatalnosci dydaktycznej, organizacyjnej i popularyzatorskiej oraz dane, o
ktorych stanowi Ustawa o Stopniach Naukowych 1 Tyvtule Naukowym z dnia 14 marca 2003 r.
(Dz.U. z 2003 r. Nr 65 poz. 395 z pézniejszymi znuanami Dz U. z 2017 r. poz. 1789).

Podstawe ubiegania sie dr. Ewy Kochan o nadanie stopnia doktora habilitowanego
stanowi cykl siedmiu prac oryginalnych, opublikowanych w latach 2012-2019, pod
wspolnym tytulem:  Optymalizacja warunkow hodowli i biosyntezy ginsenozydow w
kulturach korzeni transformowanych zZenszenia poinocnoamerykanskiego prowadzonych w
kolbach wstrzasanych i bioreaktorze rozpylowym”. Wskazane jako osiggnigcie naukowe
prace sa wieloautorskie (od trzech do siedmiu autoréw), w ktérych dr Ewa Kochan jest
pierwszym autorem i jednocze$nie autorem korespondencyjnym. Wiasna deklaracja udziatu w
zespolowych pracach wynosi 70-85%, co swiadezy o dominujacym autorstwie Habilitantki.
Wktad dr Ewy Kochan polegal na opracowaniu koncepcji prac, zaplanowaniu badan
eksperymentalnych, wykonaniu eksperymentow biotechnologicznych (zapoczatkowanie
kultur korzeni transformowanych, prowadzenie hodowli kultur w kolbach wstrzasanych i
bioreaktorze rozpylowym, na optymalizowanych podlozach w matej i powickszonej skali,
wyznaczenie krzywej wzrostu i biosyntezy ginsenozydow), czesci badan fitochemicznych
(przygotowanie ekstraktow, izolacja ginsenozydoéw z otrzymanej biomasy, udzial w
oznaczaniu saponin i analizie ilociowej metoda HPLC) oraz przeprowadzeniu badan
metodami molekularnymi (izolacja genomowego DNA, metody PCR, charakterystyka in
silico uzyskanych promotorow),  zebraniu wynikow 1 ich interpretacji oraz redakci
manuskryptow. Przedstawione prace oryginalne opublikowane sa w czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym, z listy filadelfijskiej. ELaczna wartos¢ wspotczynnika oddzialywania
Impact Factor prac wynosi IF =17,96; punktacja MNiSW = 205 .

Ocena merytoryczna osiggniecia
W sklad osiagniecia naukowego wchodza nastepujace publikacje:

Hl. Kochan Ewa, Krolicka Aleksandra, Chmiel Aleksander. Growth and ginsenoside
production in Panax quinquefolium hairy roots cultivated in flasks and nutrient  sprinkle
bioreactor. Acta Physiol Plant 2012, 34:1513-1518.

H2. Kochan Ewa, Szymanska Grazyna, Szymczyk Piotr. Effect of sugar concentration on
ginsenoside biosynthesis in hairy root cultures of Panax quinquefolium cultivated in
shake flasks and nutrient sprinkle bioreactor Acta Physiol Plant 2014, 36, 3: 613-619

H3. Kochan Ewa, Szymczyk Piotr, Kuzma Lukasz, Szymanska Grazyna. Nitrogen and
phosphorus as the factors affecting ginsenoside production in hairy root cultures of
Panax quinguefolium cultivated in shake flasks and nutrient sprinkle bioreactor. Acta
Physiol Plant 2016, 38, 6:49

H4. Kochan Ewa, Szymczyk Piotr, Kuzma bLukasz, Lipert Anna, Szymanska Grazyna.
Yeast extract stimulates ginsenoside production in hairy root cultures of American



ginseng cultivated in shake flasks and nutrient sprinkle bioreactors. Molecules 2017,
22.6: E880

H5 Kochan Ewa, Szymczyk Piotr, Kuzma Lukasz, Szymanska Grazyna, Wajs-
Bonikowska Anna, Bonikowski Radoslaw. Sienkiewicz Monika. The increase of
triterpene saponin production by frans - anethole in hairy root cultures of Panax
quinguefolium. Molecules 2018, 23:2674

H6. Kochan Ewa, Balcerczak Ewa, Lipert Anna, Szymanska Grazyna, Szymczyk
Piotr. Methyl jasmonate as a control factor of the synthase squalene gene promoter
and ginsenoside production in American ginseng hairy root cultured in shake flasks
and a nutrient sprinkle bioreactor. Ind Crops Prod 2018, 115:182 - 193

H7. Kochan Ewa, Szymczyk Piotr, Sienkiewicz Monika, Zielinska -Blizniewska Hanna,
Szymanska Grazyna. Abscisic acid regulates the 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA
reductase gene promoter and ginsenoside production in Panax quinguefolium hairy root
cultures. Int J Mol Sci 2019, 20:1310

Zgloszone do oceny osiagniecie naukowe w postaci siedmiu publikacji stanowi bardzo
spojny  tematycznie cykl prac, opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych. Badania zostaly wykonane we wspolpracy z pracownikami macierzyste]
jednostki, Zaktadu Biotechnologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz
kilkoma krajowymi osrodkami uniwersyteckimi.

Nadrzednym celem badan skladajacych si¢ na rozprawe habilitacyjna dr Ewy Kochan byta
weryfikacja zatozenia o mozliwosci zastosowan wybranych biotechnologicznych metod do
pozyskiwania wysokiej jakosci biomasy zenszenia polnocnoamerykanskiego o duze]
zdolnosci do wytwarzania metabolitow biologicznie czynnych (ginsenozydow). Do jego
realizacji Habilitantka zaplanowala kilka kompleksowych zadan badawczych. Eksperymenty
rozpoczeta od stworzenia narzedzia badawczego - otrzymata korzenie transformowane Pancax
quinguefolium przy uzyciu Agrobacterium rhizogenes. Podjety temat badan jest bardzo
interesujacy i oprocz wysokiej wartosci naukowej, posiada walory aplikacyjne.

Panax quinquefolium (zenszen pieciolistny, zenszen amerykanski) jest gatunkiem o
wielokierunkowym dzialaniu leczniczym. Gatunki z rodzaju Panax znane sa w medycynie
tradycyjnej krajow Dalekiego Wschodu oraz Ameryki Polnocnej. Dane z pismiennictwa
swiadczace o licznych wlasciwosciach terapeutycznych —ekstraktow tego taksonu
zainteresowaly dr Ewe, Kochan, ktora wybrata P.quinguefolium jako obiekt badan
biotechnologicznych i fitochemicznych. Amerykanski gatunek coraz rzadziej wystegpuje na
naturalnych stanowiskach. Szeroki zakres dzialania zenszenia, spowodowal wzrost
zapotrzebowania na surowiec. Z uwagi na fakt, ze pozyskiwanie roslin z upraw polowych
stwarza wiele problemow, Habilitantka rozpoczeta badania nad poszukiwaniem
alternatywnego zrodta substancji czynnych zenszenia pigciolistnego, juz podczas realizacji
pracy doktorskiej. Obecnie, otrzymane korzenie transformowane zenszenia pigciolistnego sa
przedmiotem badan biotechnologicznych, molekularnych i fitochemicznych w pracach
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habilitacyjnych dr Ewy Kochan, ktora widzi w tym systemie in vifro interesujacy potencjat
farmakologiczny.

W pierwszej pracy habilitacyjnej [H1] opracowano po raz pierwszy metode otrzymywania
korzeni transformowanych Panax quinquefolium. Korzenie wilosnikowate, uzyskane w
wyniku agroinfekcji A.rhizogenes szczepem ATCC 15834, wykazywaly intensywny wzrost
na pozywce Gamborga B5. Ten system wzrostowy, o potwierdzonej transformacji, otrzymany
po raz pierwszy dla badanego gatunku, stat si¢ narzedziem badawczym w kilku kolejnych
projektach badawczych opublikowanych 1 zgloszonych jako osiagniecie naukowe.
Eksperymenty prowadzono dla kultur w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 300 ml
Kolejnym wyzwaniem badawczym bylo powiekszanie skali hodowli korzeni z kultury
prowadzone] w kolbach do hodowli w 10 1 bioreaktorze rozpylowym. W uzyskanych
systemach in vitro korzeni P.quinguefolium zidentyfikowano 1 oznaczono ilosciowo
triterpenowe saponiny metoda HPLC: pochodne protopanaksadiolu i protopanaksatriolu.
Okreslono dynamike produkcji saponin, ktora korelowala z krzywa wzrostu korzeni.
Najwyzsza produkcje sumy ginsenozydow odnotowano w 30-tym dniu hodowli. W
nastepnych projektach [H2, H3], w doswiadczeniach nad optymalizacja warunkow wzrostu i
otrzymaniem wysokiej biomasy korzeni wlosnikowatych, jak rowniez zoptymalizowania
warunkow biosyntezy ginsenozydow, testowano sktad pozywki: regulowano stezenie
sacharozy, ilosc azotu i jego zrodla oraz ilos¢ fosforu. Czes¢ wezesniej uzyskanych wynikow
optymalizacji podloza zastosowano do hodowli w bioreaktorze [H1,H2,H3]. Po 30-dniowe]
hodowli odnotowano 5-krotny przyrost suchej masy w stosunku do inokulum, co bylo
nizszym wynikiem niz w kolbach. Mimo mniejszej biomasy, produkcja sumy ginsenozydow
w bioreaktorze byta dwukrotnie wyzsza. Podobnie, biosynteza poszczegolnych saponin
osiggata wyzszy poziom w bioreaktorze.

Habilitantka podjeta takze interesujace badania z zakresu genetyki i biologii molekularne;.
W celu poznania czynnikow wplywajacych na regulacje ekspresji genow kodujacych
kluczowe enzymy szlaku biosyntezy ginsenozydow u zenszeni: reduktazy 3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-koenzymu A (HMGR) 1 syntazy skwalenu (SSq), wyizolowala i
scharakteryzowata promotory dwodch genow metoda analizy in silico 1 RT-PCR [H6, H7].
Sukcesem tych badan bylo takze zgloszenie sekwencji nukleotydowej promotorow genow
HMGR 1 §Sq do GenBanku.

W kolejnych projektach [H4-H7] przedstawiono wyniki badan nad probami zwiekszania
akumulacji  ginsenozydow w  kulturze korzeni transformowanych P.quinguefolium z
zastosowaniem czterech elicytorow, w tym po raz pierwszy z uzyciem do elicytacji kultur
trans-anetolu, wtornego metabolitu roslin [HS]. Przed zastosowaniem elicytacji korzeni
transformowanych Habilitantka, korzystajac z bazy danych PlantCARE, sprawdzila czy w
obrebie badanych promotorow sa obecne sekwencje regulatorowe wrazliwe na dzialanie
wybranych elicytorow. Wybor jasmonianu metylu i kwasu abscysynowego podyktowany byt
pozytywnymi wynikami analiz in silico promotorow genow kodujacych powstawanie
reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A i syntazy skwalenu oraz wynikami
analizy RT-PCR, ktore potwierdzaly wpltyw obu zwiazkow na badane geny [H6, H7]. Te
zwiazki, jak i ekstrakt drozdzowy to powszechnie stosowane w kulturach in vitro elicytory,
natomiast zaproponowanie /rans-anetolu do elicytacji korzeni transformowanych



P.quinquefolium bylo podejsciem innowacyjnym 1 bardzo trafnym. Habilitantka
doswiadczalnie dobierala stezenia i czas ekspozycji elicytorow w szerokie] gamie prob.
Proces elicytacji prowadzono dla korzeni wlosnikowatych rosngcych w kolbach 1 w
przypadku jasmonianu metylu i ekstraktu drozdzowego, takze w bioreaktorze rozpylowym.
Wymiernym efektem eksperymentow bylo trzykrotne zwigkszenie catkowitej zwartosci
ginsenozydow po zastosowaniu jasmonianu metylu w stezeniu 250uM [H6], dwukrotny
wzrost  akumulacji, po l-dniowym traktowaniu kultur  1pM #rans-anetolem [HS].
Zastosowanie biotycznego elicytora w postaci ekstraktu drozdzowego (50 mg-L') —
zwiekszylo sume saponin 1,57 razy w hodowli w kolbach w poréwnaniu z kontrola, a w
bioreaktorze osiagajgc calkowita zawartos¢ ginsenozydow 32,25 mg.g” suchej masy [H4].
Kwas abscysynowy (ABA, 1mg-L') wplywal wybiorczo na ginsenozydy, zwigkszajac
zawartos¢ pochodnych protopanaksatriolu po 28 dniowe) elicytacji [H7].

Wszystkie zastosowane elicytory, wybrane przez Habilitantke na podstawie przegladu
pismiennictwa 1 wlasnych analiz, korzystnie wptywaly na akumulacje saponin w badanych
korzeniach, w zaleznosci od stezenia, warunkéw podania i1 czasu ich oddzialywania na
kulture.

W cyklu prac habilitacyjnych mozna wyroznic trzy obszary badawcze: biotechnologiczny,
fitochemiczny oraz biologii molekularnej, ktore dr Ewa Kochan rozwijata rownolegle na
bazie wspolpracy wieloosrodkowej. Habilitantka otrzymata dwa systemy wzrostowe in vitro
badanego gatunku, korzenie transformowane rosngce w 300 ml kolbach Erlenmeyera w skali
laboratoryjnej oraz w 10 1 bioreaktorze rozpylowym. Nalezy podkreslic, ze otrzymanie i
utrzymywanie kultur korzeni wlosnikowatych jest trudnym i pracochlonnym procesem, ktory
dr Ewa Kochan z sukcesem prowadzita przez dlugi okres. Te kultury staty sie narzedziem
badawczym Kandydatki w kolejnych eksperymentach, ktore przyniosty bardzo interesujace
wyniki naukowe o znaczeniu aplikacyjnym. Zastosowala wybrane strategie
biotechnologiczne dla uzyskania zwiekszonej biomasy 1 wyzszej produkcji ginsenozydow, co
zweryfikowata metodami biologii molekularnej. Badania byty wsparte grantami uczelnianymi
oraz finansami przeznaczonymi na badania statutowe.

O duzej dojrzatosci 1 doswiadczeniu dr Ewy Kochan w prowadzeniu badan
naukowych swiadczy takze syntetyczne 1 trafne wskazanie najwazniejszych elementow
Osiagnigcia Naukowego:

e Uzyskanie kultur korzeni transformowanych zenszenia potnocnoamerykanskiego
P.quinguefolium, ktore produkuja ginsenozydy na poziomie trzyletnich korzeni roslin
uprawianych w gruncie, a w warunkach kultury in vifro czas potrzebny do takiej
akumulacji saponin wynosi tylko 4 tygodnie.

e Zoptymalizowanie sktadu podloza do otrzymania najwyzszej biomasy oraz wydajnej
biosyntezy sumy ginsenozydow w badanych systemach wzrostowych

e Wyizolowanie i1 scharakteryzowanie po raz pierwszy promotorow genow kodujacych
reduktaze 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMGR) oraz syntaze
skwalenu (SSq), kluczowych enzymow szlaku biosyntezy ginsenozydow



e Powiekszenie skali procesu hodowli korzeni transformowanych P.quinquefolium
akumulujacych wysoki poziom saponin, z jednoczesnym uzyskaniem wyzszej
produkcji  ginsenozydéw w bioreaktorze rozpytowym niz w kulturze w kolbach
wstrzasanych

e Pionierskie, a zarazem skuteczne zastosowanie frams-anetolu, wtornego metabolitu
roélin, jako potencjalnego elicytora, ktéry  dwukrotnie zwigkszyt  produkcje
ginsenozydow, juz przy 24-godzinnym traktowaniu kultur.

Duzym osiagnieciem Habilitantki jest otrzymanie kultury korzeni wilosnikowatych 1
opracowanie warunkow wydajnego systemu wzrostowego korzeni transformowanych P.
quinguefolium z wysoka zdolnoscia do produkcji ginsenozydéw, w powigkszonej skali
hodowli, w bioreaktorze rozpylowym. Na wysoka jakos¢ 1 nowatorskie opracowanie
rezultatow prac dr Ewy Kochan dotyczacych zenszenia polocnoamerykanskiego zwrocity
uwage dwie firmy europejskie zajmujace si¢ przemystowym pozyskiwaniem masy roslinnej i
wartosciowych metabolitéw z wykorzystaniem kultur in vitro. Ta perspektywa komercjalnego
zastosowania kultur korzeni wiosnikowatych 1 pozyskiwania ginsenozydow sktonita
Habilitantke do dalszych badan okreslajacych wiasciwosci biologiczne otrzymanych kultur.
W najnowszej publikacji (Plant Cell, Tissue and Organ Culture 2019,138:353) ocenita
potencjal antyoksydacyjny i cytotoksyczny ekstraktow z biomasy roznych systemow
wzrostowych P. quinquefolium. Moim zdaniem, ukonczenie Studiow Podyplomowych
Komercjalizacji Nauki i Technologii UL pozwolily Pani dr Ewie Kochan racjonalnie
zaplanowac 1 realizowa¢ kompleksowe badania o znaczeniu aplikacyjnym, co jest widoczne
we wszystkich projektach zwiazanych z zefiszeniem. Ponadto, duzym sukcesem byt trafny
wybor trans-anetolu 1 udowodnienie jego whasciwosci jako elicytora. Natomiast znaczacym
wynikiem prac molekularno-genetycznych jest zgloszenie i zdeponowanie sekwencji
nukleotydowej promotorow genow kodujacych wybrane enzymy szlaku biosyntezy
ginsenozydow (HMGR i1 SSq) do bazy NCBI GenBanku.

Jedna z wartosciowych cech prac habilitacyjnych Pani dr Ewy Kochan jest roznorodnosc
stosowanych metod, ktore faczag badania w spdna calosé. Prace te odslaniaja liczne
umiejetnosci  warsztatowe Habilitantki, wpisujacej si¢ w nowoczesny nurt badan
biotechnologicznych 1 molekularno-genetycznych. Do swoich eksperymentow, oprocz
wczesnie] stosowanych zaawansowanych technik kultur in vifro, wlaczyta metody izolacji
DNA i RNA z materiatu roslinnego, technike tancuchowej reakcji polimerazy (PCR), metode
klonowania genow przy pomocy wektorow ekspresyjnych w komorkach Fscherichia coli.
Nabyta umiejetnosci korzystania z platform bioinformatycznych i postugiwania programami 1
aplikacjami komputerowymi, wykorzystywanymi w badaniach molekularnych. W zakresie
badan fitochemicznych — oprocz odpowiedniego przygotowywania probek do analiz
chemicznych, poszerzyta swoj warsztat metodyczny o identyfikacje i oznaczanie zawartosci
metabolitow za pomoca nowoczesnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Podsumowujac ocene powyzszych prac stwierdzam, ze uzyskane wyniki przedstawione
w osiggnieciu naukowym pt. , Optymalizacja warunkow hodowli i biosyntezy ginsenozydow
w kulturach korzeni transformowanych zenszenia poinocnoamerykanskiego prowadzonych w



kolbach wstrzasanych i bioreaktorze rozpylowym™ cechuja si¢ oryginalnoscig i nowatorskim
opracowaniem. Opublikowane wyniki badan dr. Ewy Kochan istotnie poszerzaja aktualna
wiedze na temat mozliwosci pozyskiwania metodami biotechnologicznymi nowego surowca
bogatego w metabolity wtorne o znanej, szerokiej aktywnosci biologicznej. Zgloszone do
oceny osiagniecie naukowe w postaci cyklu siedmiu prac stanowi bardzo wartosciowy 1
oryginalny wkiad Autorki w rozwoj dyscypliny naukowej w rozumieniu Art. 16 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule
w Zakresie Sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm.). Przedstawione osiggnigcie naukowe dr Ewy
Kochan upowaznia ja do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego.

Ocena aktywnosci naukowej ogélnej i pozahabilitacyjnej.

Dowodem duzej aktywnosci naukowej Habilitantki jest catkowity dorobek naukowy.
ktory obejmuje 29 oryginalnych petnotekstowych prac wspotautorskich, 1 przegladowa oraz
| monografie, 29  komunikatow naukowych prezentowanych na ogolnopolskich i
miedzynarodowych konferencjach. W tym dorobku, 19 prac opublikowano w czasopismach
znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports (JCR). W 18 pracach Habilitantka jest
pierwszym autorem. Dr Ewa Kochan osiagnela faczng wysoka liczbe punktow MNISW =
479 oraz wysoki wspolczynnik oddzialywania IF=32.825: Indeks Hirscha h=6 (wg Web of
Science Core Collection). Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science wynosi
84, natomiast wg bazy Scopus: 96.

Bardzo wysoka ocene prac habilitacyjnych dr Ewy Kochan przedstawitam w pierwszej
czeéci recenzji. Podobnie wysoko oceniam pozostaly dorobek naukowo-badawczy
Habilitantki. Oprocz przedstawionego cyklu prac stanowiacych osiagniecie naukowe, dorobek
naukowy dr Ewy Kochan jest obszerny. W ramach aktywnosci pozahabilitacyjne]
Kandydatka opublikowala 22 prace oryginalne, 1 prace przegladowa oraz 1 monografig,
spoza cyklu skladajacego sie na osiagnigcie naukowe. Laczna punktacja tych prac w
czasopismach (z wylaczeniem prac habilitacyjnych) wynosi: punktacja MNiSW = 274, a IF =
14,840,

Dzialalnos¢ naukowo-badawcza Habilitantki  przed uzyskaniem stopnia doktora
koncentrowata sie wokot biotechnologii roslin leczniczych. Juz temat pracy magisterskiej pt.:
"Wplyw kwasu salicylowego i zakazen Botrytis cinerea na zawartosc fenoli i aktywnosc
peroksydazy w lisciach truskawki namnazanych technika /n vifro” wskazywal na
zainteresowania badaniami roslinnych kultur /n vitro, takze traktowanych czynnikami i
substancjami stosowanymi w hodowli. Poznana podczas studiow tematyka pozwolita
Kandydatce na szybkie wlaczenie sie w problematyke badan realizowanych w Samodzielne;
Pracowni Biosyntezy Srodkow Leczniczych/Zakladu Biosyntezy Srodkow Leczniczych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, gdzie w 1996 roku rozpoczela prace jako asystent. Na
poczatku kariery naukowej, w ramach wspolpracy z Zakladem Biologii i Botaniki
Farmaceutycznej, Dr Ewa Kochan podjela badania nad gatunkiem Hyssopus officinalis,
opracowujac warunki hodowli kultur kalusowych i komorkowych oraz kultur organow
transformowanych. w  ktorych oznaczyla zawartos¢ olejku eterycznego 1 kwasu
rozmarynowego. W tym okresie Habilitantka wlaczyla si¢ w pionierskie w skali kraju prace




doswiadczalne zespolu, zmierzajace do powiekszenia skali kultur in vitro. Testowala prace
prototypowych bioreaktorow o pojemnosci 5 L i 10 L oraz warunki wzrostu badanych
korzeni: Paulownia tomentosa, Arnica montana oraz  H.officinalis. Drugim obszarem
dziatalnosci naukowej Kandydatki byly badania fitochemiczne roslin gruntowych
P.quinquefolium w aspekcie izolacji oraz oznaczen jakosciowych i ilosciowych saponin
triterpenowych, przy zastosowaniu metod chromatografii cienkowarstwowej, metod
spektrofotometrycznych 1 metoda HPLC. Rownolegle, Habilitantka z sukcesem wprowadzita
zenszen pieciolistny do kultur /in vifro, opracowujac warunki kultury réznych systemow
wzrostowych, w ktorych oznaczala zawartosc ginsenozydow w porownaniu z ich poziomem
w roslinach gruntowych. Badania te byly opisane w pracy doktorskie;.

W okresie przed doktoratem Habilitantka opublikowata 7 prac oryginalnych i 1
pogladowa. W czterech jest pierwszym autorem. Dorobek ten uzupetnia wspotautorstwo 16
komunikatow prezentowanych na krajowych i zagranicznych konferencjach naukowych.
Laczna wartos¢ punktacji z tego okresu wynosi: [F=0,748; MNiSW = 22

W okresie po uzyskaniu stopnia doktora tematyka badan Habilitantki, dotyczyla rowniez
biotechnologii roslin, lecz z wyraznym poszerzeniem zagadnien z zakresu genetyki i biologii
molekularnej. Nadal prowadzita badania fitochemiczne ekstraktow z otrzymanych kultur oraz
okreslata ich potencjal biologiczny w zakresie wlasciwosci antyoksydacyjnych. Nowym
kierunkiem naukowych zainteresowan dr. Ewy Kochan byly badania aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowych substancji roslinnych. W tym okresie dorobek naukowy wzrost w
sposob znaczacy. Wigkszosc¢ prac Habilitantki zostato opublikowanych po uzyskaniu stopnia
doktora: byta wspolautorem 16 publikacji oryginalnych, 1 pracy pogladowej, 2 monografii
oraz 13 komunikatow naukowych. Laczna punktacja tych prac w czasopismach (z
wylaczeniem prac habilitacyjnych) wynosi: punktacja MNiSW=252, a 1F=14,092 W
dziesieciu z tych prac Habilitantka jest pierwszym autorem. Powyzsze dane swiadcza o
znacznej aktywnosci naukowej i rozwoju dr Ewy Kochan w okresie po uzyskaniu stopnia
doktora. Wyniki tych wartosciowych prac opublikowano w renomowanych czasopismach z
listy filadelfijskiej, m.in.: Acta Physiologiae Plantarum, Plant Growth Regulation, In Vitro
Cell Development Biology-Plant, Phytochemistry Letters, — Microbial Drug Resistance,
Industrial Crops and Products, Molecules, International Journal of Molecular Science.
Szereg publikacji zostalo docenionych takze w postaci zespolowych nagréd rektorskich

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Niezwykle wartosciowe wyniki omoéwionych badan, opublikowanych w czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym, powstaly po podjeciu przez dr Ewe Kochan szerokiej wspolpracy
z wieloma naukowcami. Nalezy podkreslic duze umiejetnosci nawiazywania efektywnej
wspolpracy w proponowanej przez Habilitantke tematyce z dziedziny biotechnologii roslin
leczniczych, o czym swiadczy obecnosc w publikacjach wspotautorow z krajowych jednostek
naukowych. Kandydatka uczestniczyta w migdzynarodowych i krajowych konferencjach, co
pozwolilo Jej nawiaza¢ liczne kontakty naukowe, ktore zapewne ulatwily zaplanowac
ambitne projekty badawcze, opracowac koncepcje prac i dobrze zaplanowaé eksperymenty.
Pani Ewa Kochan wyprowadzita kultury tkankowe, komorkowe i kultury korzeni
transformowanych wybranych gatunkow roslin leczniczych: Hyssopus officinalis, Paulownia



tomentosa, a przede wszystkim Pancax quinguefolium i opracowala ich roznorodne systemy
wzrostowe, wykorzystujac pelny potencjal eksperymentow biotechnologicznych. Dalszym
celem badan byla poprawa potencjatu biosyntetycznego namnazanych biomas w zakresie
wybranych klas metabolitow wtornych, glownie triterpenowych saponin. Habilitantka
rozwinela warsztat biotechnologiczny o strategie elicytacji biotycznej i abiotycznej kultur. W
tym zakresie, wraz z zespolem badawczym uzyskala duze sukcesy w produkcji in vitro
ginsenozydow u P.quinquefolium. Jednoczesnie, z wykorzystaniem bioreaktora rozpytowego,
prowadzita hodowle korzeni wilosnikowatych i pedow zwyktych roznych gatunkow roslin
leczniczych bogatych w zwiazki fenolowe.

Zainteresowania naukowo-badawcze Habilitantki obejmuja takze zagadnienia z zakresu
badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowych roslinnych metabolitow, glownie olejkow
eterycznych lub ich skladnikow wobec wielolekoopornych szczepow klinicznych bakterii.
Habilitantka  oceniala  szereg olejkow  eterycznych pod  katem  wlasciwosci
przeciwbakteryjnych, a takze zwigkszajacych —aktywnos¢ referencyjnych  lekow
przeciwdrobnoustrojowych.

Uwazam, ze do najwazniejszych osiagnie¢ dr Ewy Kochan po doktoracie naleza badania
molekularno-genetyczne, wpisujace sie w nurt nowatorskich badan. Do warsztatu naukowego
wlaczyla metode izolacji DNA, RNA, technike tancuchowej reakcji polimerazy— PCR
oraz metode klonowania genéw przy pomocy  wektorow  ekspresyjnych  w
kompetentnych komorkach Fscherichia coli. Podjgcie powyzszych badan wiazalo si¢ z
korzystaniem z platform bioinformatycznych i zdobyciem bieglosci w postugiwaniu si¢
programami czy aplikacjami komputerowymi. Habilitantka opanowata powyzsze techniki
i wyodrebnita, zsekwencjonowala oraz zcharakteryzowata promotory genoéw kodujacych
kluczowe enzymy w szlakach biosyntezy biologicznie czynnych metabolitow. Efektem
tych prac sa zgloszenia do GenBanku sekwencji promotorow kilku genow, kodujacych
wybrane enzymy szlakow biosyntezy tanszinonow i alkaloidow indolowych metabolitow
roslinnych, wystepujacych w szalwii czerwonokorzeniowej i barwinku réozowym. Duze
znaczenie tych badan wynika z mozliwosci indukowania lub hamowania aktywnosci
enzymow bioracych udzial w szlakach metabolicznych, co przeklada si¢ na regulacje
biosyntezy metabolitow wtornych na poziomie ekspresji genow.

Nie sa to wszystkie tematy badawcze i nie wszystkie gatunki roslin, ktore byly
przedmiotem badan Habilitantki, a jedynie wybrane przyktady Szeroka tematyka badan
ilustruje potencjat i wysokie kompetencje Kandydatki. Przedstawiony dorobek naukowy,
oprocz charakteru poznawczego, stwarza mozliwosci praktycznego zastosowania, co
wskazuje na istotny wklad Pani dr. Ewy Kochan w rozwoj nauk farmaceutycznych. Swiadcza
o tym 4 nagrody zespolowe 111 stopnia przyznane przez Rektora Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi za osiagniecia naukowe w 2015r, 2016r oraz dwukrotnie w 2017r. Ponadto, jako
absolwentka studiow podyplomowych _Komercjalizacja nauki i technologii”, w ramach
nagrody za wyrdzniajace sie wyniki, odbyfa tygodniowa wizyte studyjng w Uniwersytecie w
Lund, w Szwecji. Szkoda jednak, ze Pani dr Ewa Kochan nie odbyta dtuzszego zagranicznego
stazu naukowego. Habilitantka jest aktywnym czionkiem Polskiego Towarzystwa
Botanicznego.

Podsumowujac dziatalno$é¢ naukowo-badawcza Pani dr. Ewy Kochan pragne podkreslic
Jej duza aktywno$¢ badawcza przez caly okres swojej pracy naukowej, jak rowniez



wielokierunkowos¢ tematyki badan. Bogaty warsztat naukowo-badawczy Pani Doktor
zdobyta pracujac od poczatku swojej kariery zawodowej pod kierunkiem prof. Aleksandra
Chmiela, kierownika Samodzielnej Pracowni Biosyntezy Srodkow Leczniczych AM w Lodzi/
Zaktadu Biotechnologii Farmaceutycznej AM w Lodzi, w wiodacym w kraju osrodku badan
nad kulturami korzeni transtormowanych. Habilitantka miata mozliwos¢ prowadzi¢ hodowle
korzeni wlosnikowatych nie tylko w skali laboratoryjnej ale takze w skali powiekszonej, z
zastosowaniem prototypow bioreaktorow zaprojektowanych przez prof. Aleksandra Chmiela i
skonstruowanych przy udziale zespolu. Te nowatorskie rozwigzania i testowanie pracy
bioreaktora i warunkow wzrostu korzeni byly takze udzialem Pani Ewy Kochan. Wraz z
zespolem Profesora stworzyla nowoczesny warsztat badawczy, ktory konsekwentnie
wykorzystywata w swoich badaniach.

W mojej opinii, dorobek Habilitantki, z wylaczeniem osiagniecia naukowego zgloszonego
do postepowania habilitacyjnego, jest oryginalny i znaczacy, posiada istotng wartosé
naukowa, poznawcza i aplikacyjna.  Dr Ewa Kochan jest wartosciowym pracownikiem
naukowo-badawczym, publikujacym wyniki swoich badan gtownie w czasopismach o
szerokim zasiegu oddziatywania.

Ocena dzialalnosci dydaktycznej, organizacyjnej i w zakresie popularyzacji nauki

Obok  bogate] dziatalnosci naukowo-badawczej dr Ewa Kochan wykazuje
wielokierunkowa duza aktywnos¢ dydaktyczna. Jest doswiadczonym nauczycielem
akademickim, prowadzac roznorodne formy zaje¢ dydaktycznych: ¢wiczenia laboratoryjne z
przedmiotu . Biotechnologia farmaceutyczna” dla studentow Il roku Farmacji, seminaria
magisterskie 1 ¢wiczenia specjalistyczne i metodologia badan dla studentow IV i V roku
dwoch kierunkow (Farmacja i Dietetyka), pig¢ roznych zaje¢ fakultatywnych o tematyce
biotechnologicznej na Wydziale Farmaceutycznym. Angazuje sie w prace ze studentami,
petnigc funkcje opiekuna Studenckiego Kota Naukowego dziatajacego przy Zakladzie
Biotechnologii Farmaceutycznej. Habilitantka byla promotorem 20 prac magisterskich i
dwoch prac licencjackich na trzech Wydziatach: Farmaceutycznym, Wojskowo-Lekarskim i
Nauk o Zdrowiu, oraz opiekunem 20 prac magisterskich na Wydziale Farmaceutycznym,
kierunku Farmacja. Recenzowala 54 prace dyplomowe i uczestniczyla w 94 egzaminach
dyplomowych.

Kandydatka brala udziat w licznych kursach i szkoleniach (16), w tym w szeregu z
zakresu metodyki nauczania, podnoszac swoje kwalifikacje jako nauczyciel akademicki.

W ramach dzialalnosci organizacyjnej Habilitantka od kilku lat petni na Uczelni funkcje
koordynatora w programie Wirtualna Uczelnia UXP.

Istotnym wkfadem Habilitantki na rzecz srodowiska naukowego, w wymiarze
miedzynarodowym, sg recenzje artykulow, ktore wykonata dla o$miu czasopism naukowych:
Industrial Crops and Products, Plani Cell Report, Protoplasma, Plant Physiology and
Biochemistry, Plant  Gene, Burns, Studies in Natural Products Chemistry, Applied
Microbiology and Biotechnology. Powierzenie dr. Ewie Kochan recenzji do renomowanych
czasopism, swiadczy o migdzynarodowym uznaniu dorobku naukowego i wysokiej oceny
kompetencji naukowych Habilitantki.
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W zakresie dzialalnosci popularyzujacej nauke dr Ewa Kochan jest wspotautorem
czterech artykulow w jezyku polskim oraz 29  doniesien naukowych i posterow
prezentowanych na konferencjach krajowych i migdzynarodowych.

W mojej ocenie Dr Ewa Kochan posiada niewatpliwie bogaty i wartosciowy dorobek
dydaktyczny.

Whiosek koncowy

Podsumowujac moja ocene Osiagnigcia Naukowego oraz pozostaty dorobek naukowy,
dydaktyczny i organizacyjny dr. Ewy Kochan stwierdzam, ze Kandydatka speinia wszystkie
kryteria oceny osiagnie¢ osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego
okreslone w Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym z dnia 14 marca 2003 r.
(Dz.U. 2003 r. Nr 65 poz. 595 z pozniejszymi zmianami Dz.U. z 2017 r. poz. 1789).

Whioskuje zatem o nadanie dr Ewie Agnieszce Kochan stopnia doktora habilitowanego w
dziedzinie nauk farmaceutycznych.
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