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p-t. ,, Ocena skutecznosci dzialania przeciwzapalnego ekstraktow
wybranych gatunkow grzybow jadalnych i ich biomasy z zastosowaniem
technik biologii molekularnej”

Recenzowana praca dotyczy bardzo waznego tak pod wzgledem poznawczym jak i
aplikacyjnym problemu poszukiwania nowych naturalnych preparatow o wiasciwosciach
biomedycznych ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizméw ich dziatania. Gatunkami
wykorzystanymi przez Doktorantke jako zrodto materiatu biologicznego byty grzyby jadalne:
Imleria badia, Cantharellus cibarius i Agaricus bisporus.

Organizmy bedace przedmiotem doswiadczen opisywanych w przedstawionej rozprawie
doktorskiej, zostaly wyposazone przez natur¢ w wiele unikatowych wiasciwosci. Z punktu
widzenia wspotczesnej nauki szczegdlnie wazne jest bogactwo wytwarzanych przez nie
metabolitow zaro6wno pierwotnych jak i wtdrnych oraz mozliwo$¢ namnazania ich biomasy w
wystandaryzowanych warunkach laboratoryjnych. Bogactwo szczepow jak 1 ciagle
zwigkszajaca si¢ ilos¢ aplikacyjnych zastosowan preparatow grzybowych sugeruje zasadno$¢
cigglego poszukiwania metod stymulacji ich metabolizmu w kierunku uzyskania
zamierzonych efektow biochemicznych. Jedng z mozliwosci jest zastosowanie réznorodnych
czynnikow modulujacych wzrost grzybni np. suplementacji hodowli zwigzkami cynku, czy
kwasem a-linolenowym, co zostalo wykorzystane przez Doktorantke. Wiele grzybowych
metabolitow, zarowno podstawowych jak i wtornych jest wykorzystywanych jako substancje
biomedyczne. Obserwowane zainteresowanie wprowadzaniem nowych, efektywnych
zwigzkow m.in. do przemystu farmaceutycznego stymuluje zarowno poszukiwanie nowych
czynnikéw bioaktywnych pochodzenia naturalnego jak i badanie mechanizméw ich dziatania.
Z powyzszych wzgledow uwazam, ze podjecie przez Doktorantke tematyki badan

okreslonych zaproponowanym tytutem pracy jest w petni uzasadnione.



Przedstawiona rozprawa doktorska zostala przygotowana w ukladzie klasycznym
typowym dla prac eksperymentalnych. Liczy 96 stron zasadniczego tekstu, 18 stron spisu 151
pozycji pisSmiennictwa oraz 5 fotografii, 8 tabel i 30 rycin przedstawiajacych wyniki
oryginalnych badan doktorantki. Rozprawa zostata starannie przygotowana pod wzgledem

jezykowym. Autorka nie unikn¢ta jednak pewnych btedow edytorskich czy stylistycznych.

Praca zostata podzielona na XII rozdziatéw (rozdziat XIII to kopie publikacji zwigzanych
z tematem rozprawy, ktoérych Doktorantka jest wspotautorem).
Streszczenie zostato przedstawione w wersji polskiej i angielskiej. Jego tres¢ stanowia
podstawowe informacje na temat sformutowanego celu pracy, zastosowanej metodyki
badawczej, badanych parametréw oraz wynikow uzyskanych w wyniku realizacji planu
eksperymentalnego. Rozdzial ten pozwala na szybkie zapoznanie si¢ z zakresem tematyki
podjetej w rozprawie oraz zasadno$cig przeprowadzenia przez doktorantke¢  badan
dotyczacych oceny skuteczno$ci dziatania przeciwzapalnego ekstraktéw z owocnikow
wybranych gatunkow grzybow jadalnych i1 ich biomasy zaproponowanymi technikami
biologii molekularnej.
Wstep, w skiad ktorego wedlug doktorantki wchodzi jedynie rozdziat 3.1 dotyczacy opisu
procesow zapalnych w organizmie oraz 3.2 opisujacy transdukcje sygnatu w procesie
zapalnym w mojej ocenie powinien zawiera¢ takze rozdzialy IV i1 V, ktore nalezatoby
wlaczy¢ w postaci podpunktow. Rozdzialy te zawieraja typowa dla Wstepu synteze
wiadomosci dotyczaca tematyki pracy sporzadzona na podstawie dostgpnych danych
literaturowych. Dlatego wedlug mojej oceny zbedne byto w tym przypadku wyodrebnianie
oddzielnych rozdziatow pracy. Fakt ten nie obniza oczywiScie merytorycznej wartosci tych
rozdzialow, a jedynie niepotrzebnie komplikuje konstrukcj¢ pracy. Dlatego w mojej ocenie
pozwolg sobie na odniesienie si¢ do Wstepu jako rozdziatow 111, IV i V.

Rozdzialy te dobrze wprowadzajg czytelnika w problematyke podjeta w rozprawie oraz
stanowig cenne zrodlo aktualnego pismiennictwa dotyczacego przedmiotu zaplanowanych 1
przeprowadzonych w pracy eksperymentow. W rozdziale III doktorantka opisuje zjawisko
reakcji zapalnej organizmu, oraz mechanizmy odpowiedzi odporno$ciowej humoralnej oraz
komorkowej. Scharakteryzowane zostaly w tym miejscu rdwniez problemy zwigzane z
wygaszaniem stanu zapalnego, takie jak niedobor antyoksydantow, pierwiastkOw o
zdefiniowanych wiasciwos$ciach przeciwzapalnych, takich jak cynk czy selen, awitaminozy
czy procesy zwigzane ze starzeniem si¢ organizmu. Opisana zostata tez w sposob syntetyczny

transdukcja sygnalu w procesie zapalnym ze szczegdlnym uwzglednieniem parametréw
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analizowanych w pracy takich jak NF-xB ( nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated
B cells), COX-2 ( cyklooksygenaza), cPGES ( cytozolowa forma syntazy prostaglandyny E2),
AHR ( receptor weglowodoréw aromatycznych) oraz czynnik jadrowy Nrf2. Pewien niedosyt
recenzenta budzi w tych fragmentach brak przejrzystych schematow graficznych zwigzanych
Z prezentowana tematyka. Rozdziat IV zawiera szczegdlowy przeglad literatury dotyczacej
metabolitow grzybowych. Autorka opisala znaczenie 1 wlasciwosci polisacharydow
grzybowych zwlaszcza w kontek$cie biomedycznym. Scharakteryzowata znaczenie i
wilasciwos$ci protein  grzybowych. W tym podpunkcie jednak moim zdaniem warto byto
oddzieli¢ wolne aminokwasy od biatek (ktorymi one nie sg) i w ten sposob doprecyzowaé
ujecie tematu. Opisane zostaly rowniez szczegotowo kwasy tluszczowe, zwigzki fenolowe,
zwigzki indolowe, witaminy, terpenoidy oraz wchodzace w sktad komoérek grzybowych
pierwiastki takie jak cynk, miedz czy selen. W przypadku opisu dotyczacego miedzi zabrakto
enzymu charakterystycznego dla grzybow jakim jest lakaza, ktéra rowniez w swojej
czasteczce zawiera miedz. W rozdziale tym Doktorantka odniosta si¢ takze do stabilno$ci
zwigzkow grzybowych o charakterze przeciwzapalnym w zaleznos$ci od warunkow ich
przechowywania czy przetwarzania.

Moim zdaniem cze$¢ wiadomosci zawartych w tym rozdziale moglo zosta¢ przedstawiona
W postaci tabel co umozliwitoby np. zamieszczenie wigkszej ilo$ci wzorow zwigzkow a nie
jedynie kilku wybranych przyktadow i jednoczes$nie poprawitoby w moim odczuciu
przejrzystos¢ tego rozdziatu. W dalszej czeSci pracy (rozdziat V) Autorka przedstawita
charakterystyke materiatu biologicznego bedacego przedmiotem pracy. Szczegdlny nacisk
polozony zostal w tym przypadku na opis skladu owocnikéw poszczegdlnych gatunkoéw co
jest wazne ze wzgledu na cel badawczy prezentowanej rozprawy doktorskiej. W rozdziale 5.2
piszac o wiasciwosciach bioaktywnych ,lakkazy” Doktorantka miata zapewne na mysli
lakaze (EC 1.10.3.2) oksydazg polifenolows, ktora jest typowym enzymem grzybowym.

Oceniajac caloSciowo rozdziaty III, IV 1 V uwazam, iz korzystne pod wzgledem
merytorycznym bytoby pewne skrocenie rozdziatow IV i V, a rozbudowanie rozdziatu III.
Pragne podkresli¢, ze mimo wymienionych wczesniej uwag, z ktorych oczywiscie czg$¢ ma
charakter subiektywny pozytywnie oceniam wktad Doktorantki w opracowanie opisywanych
rozdziatow. Wykazata si¢ Ona réwniez znaczaca wiedza dotyczaca prezentowanego tematu
oraz umieje¢tnoscig starannego doboru zrddet literaturowych zwigzanych z tematem pracy.
Cel pracy zawiera zwigzlg propozycje koncepcji eksperymentalnej bedacej racjonalng
odpowiedzig na zagadnienia pojawiajace si¢ w poprzednich rozdziatach. Sformutowany zostat
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jeden cel nadrzedny, czyli okreSleniec mechanizméw aktywnoSci przeciwzapalnej ekstraktow
pochodzacych z materiatu grzybowego: owocnikow i biomasy pozyskanej z kultur in vitro
trzech gatunkow grzybow jadalnych (l. badia, C. cibarius, A. bisporus), w tym roéwniez
hodowanych na podtozach wzbogacanych w zwigzki cynku czy kwasu a-linolenowego.
Materialy i metody odpowiadajg zadaniom badawczym postawionym w celu pracy.
Zaproponowane przez doktorantke techniki eksperymentalne pozwolity na wykonanie analiz
koniecznych do realizacji zaprojektowanego przez Doktorantk¢ planu doswiadczalnego.
Obejmuja one zaréwno Opis przygotowania wykorzystanych preparatow grzybowych jak i
zastosowanych technik biologii molekularnej. Zrodtem substancji o potencjalnym dziataniu
przeciwzapalnym byty zarowno owocniki jak i biomasa grzybowa namnazana w kulturach
in vitro. Doktorantka zaproponowata dla kazdego z gatunkéw grzyboéw odmienne parametry
eksperymentalne. W przypadku I. badia podioza hodowlane byly wzbogacane poprzez
dodatek wodorosparginianu cynku w stezeniu 100 mg/L. W kulturach C. cibarius
zastosowano suplementacj¢ siarczanem cynku (VI) w stezeniu 87,23 mg/L oraz
wodoroasparaginianem cynku w stezeniu 100 mg/L, a podloze do hodowli A. bisporus
zmodyfikowano kwasem a-linolenowym (ALA) w stezeniu 0,1 g/L. Hodowle kontrolne
stanowity w kazdym przypadku kultury namnazane na czystych podtozach ptynnych wg
Oddoux.

Do badania wtasciwos$ci przeciwzapalnych kazdego z gatunkow zadedykowana zostala tez
inna linia komorkowa. Komodrki mysich makrofagow RAW 264.7 wykorzystano do
oznaczenia wiasciwosci ekstraktow z owocnikow i biomasy I. badia (inkubacja komorek z
40 uL/mL przez 24 h). Ludzkie nowotworowe komorki nabtonka ptuc A549 inkubowano z
ekstraktami z biomasy C. cibarius w ilosci 20 pL/mL przez 24 h. Ludzkie nowotworowe
komorki nabtonka jelita CaCo-2 inkubowano z ekstraktami z biomasy A. bisporus w ilosci
25 pL/mL przez 24 h. W rozdziale 7.3.1 nie wspomniano jednak o zastosowaniu ekstraktow z
hodowli suplementowanych jonami cynku lub kwasem ALA co wydaje mi si¢ pewnym
niedopatrzeniem. Warto byloby wyjasni¢ rowniez dlaczego w przypadku komoérek RAW
264.7 do kontroli dodawano PBS, a w przypadku komorek A549 i CaCo-2 kontrole
stanowily komorki inkubowane z etanolem. Pomytka edytorska wydaje si¢ réwniez byc
uzycie sformutowania ,kultury mycelialne” w odniesieniu do hodowli komoérkowych

wykorzystanych w prezentowanych eksperymentach ( rozdziat 7.3).



Niedosyt recenzenta w przypadku opisu planu badawczego budzi brak krotkiego
wyjasnienia W manuskrypcie kryteriow wyboru dotyczacych zarowno decyzji odnosnie
zastosowania tych konkretnych linii komorkowych, oznaczanych markeréw prozapalnych,
ilosci zastosowanych ekstraktow grzybowych oraz konkretnych modyfikacji warunkoéw
hodowli w przypadku kazdego z gatunkow. Na podstawie jakich danych wybrano wiasnie te
warianty eksperymentalne. Wiadomosci te w moim odczuciu powinny zosta¢ doprecyzowane.
Z opisu metod wynika rowniez, ze w przypadku C. cibarius i A. bisporus w eksperymentach
z wykorzystaniem linii komoérkowych zastosowano jedynie ekstrakty z biomasy uzyskanej z
kultur in vitr,o0 a jedynie w przypadku I. badia zastosowano réwniez ekstrakt z owocnikow.
Opis ten nie odpowiada dalszym fragmentom pracy gdzie doktorantka opisuje wyniki np.
,,Ekspresja biatek COX-2, receptora FP oraz Nrf2 w komoérkach CaCo-2 aktywowanych LPS
i/lub TNF-a oraz suplementowanych ekstraktami z owocnikéw i biomasy z kultur in vitro A.
bisporus”. Dobrze byloby z punktu widzenia czytelnika doprecyzowaé w jakich przypadkach
jaki rodzaj preparatu zostal wykorzystany i dlaczego. Poza parametrami technicznymi
wykonanych eksperymentow Autorka opisala rowniez szczegdlowo sposdb opracowania
statystycznego uzyskanych wynikow.

Wyniki zostaty podzielone przez Doktorantke na 4 podrozdzialy opisujace wzrost biomasy
badanych gatunkéw grzyboéw w kulturach ptynnych in vitro oraz wyniki analiz parametrow
zwigzanych z oceng wlasciwosci przeciwzapalnych wykorzystanych preparatow
grzybowych. Stanowig one kompleksowe i zwarte opracowanie. Ta czg¢$¢ rozprawy zostata
przedstawiona w sposob przejrzysty jednak Autorka nie unikneta niescistosci takich jak:
»Zastosowane wzbogacane w zwigzki cynku 1 kwas ALA pozywki okazaly si¢ korzystne dla
wzrostu biomasy’- moim zdaniem precyzyjniej byloby okresli¢ kazdy czynnik w kontekscie
konkretnego gatunku grzyba. Podobne niescistosci dotyczg zgodno$ci pomigdzy opisami
wykorzystanych preparatow zaprezentowanymi w rozdziale Materiaty i Metody a Wynikami.
Dotyczy to podpunktow 7.3.1, 8.3 i 8.4.2 (inne preparaty figurujag w opisie metody wykonania
eksperymentu, inne w tytutach podrozdziatow a inne w opisach wykresow).

W Dyskusji Doktorantka przedstawita interpretacje uzyskanych wynikow w oparciu o
zaproponowany materiat literaturowy. Po krétkim wstepie przedstawiona zostata synteza
wynikow dla poszczegdlnych gatunkéw grzyboéw wykorzystanych jako Zrédto preparatéw o
potencjalnym dziataniu przeciwzapalnym. Rozdziat ten §wiadczy 0 tym, ze Autorka dobrze
orientuje si¢ w opisywanej problematyce badawczej. Przy opisie |. badia doszto jednak
prawdopodobnie do pomyiki edytorskiej, poniewaz zgodnie z opisem oraz opublikowana
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przez autorke publikacja naukowsg gatunek ten byl hodowany na podiozach
suplementowanych jedynie wodoroasparginianem cynku a nie siarczanem cynku oraz
wodoroasparaginianem cynku. Opis ten w mojej ocenie wymaga wyjasnienia. Pewien
niedosyt budzi réwniez brak proby graficznego podsumowania uzyskanych wynikéw, €O
podniostoby w moim odczuciu przejrzystos$¢ tego rozdziatlu pracy.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zakonczona zostata Podsumowaniem
wykonanej serii eksperymentéw z podkresleniem nowatorskich elementoéw pracy. Autorka w
przejrzysty  sposOb  zaprezentowala najwazniejsze  osiggniecia badawcze pracy
przyporzadkowujac je do poszczegdlnych gatunkéw grzybow. Podkreslita nowatorskie
elementy pracy zwiazane z potagczeniem wlasciwosci immunoregulacyjnych cynku lub kwasu
a-linolenowego z korzystnymi wlasciwosciami otrzymanych ekstraktow grzybowych. Wyniki
zaprezentowanych badan wskazuja na potencjal przeciwzapalny badanych ekstraktow
grzybowych pochodzacych z biomasy I. badia, C. cibarius i A. bisporus, co jest szczegodlnie
wazne w dobie wzrastajagcego zainteresowania substancjami bioaktywnymi naturalnego
pochodzenia. W przypadku zastosowania wzbogacanych w zwigzki cynku ekstraktow z
biomasy |. badia, najwazniejsze wyniki wskazujace na aktywacj¢ procesow detoksykacji
komoérkowej oraz wlasciwosci przeciwzapalne to:

- wyrazne zahamowanie ekspresji biatek COX-2, cPGES, NF-kB p50 i NF-kB p65 w
komorkach RAW 264.7 aktywowanych LPS

- wzrost ekspresji biatka GSTM1 w komorkach RAW 264.7 aktywowanych LPS.

- represja aktywnosci NF-kB, a takze zwigkszona aktywno$¢ PPARy w makrofagach
aktywowanych LPS.

Nalezy podkresli¢, ze parametry te zostaly po raz pierwszy oznaczone w komérkach RAW
264.7 stymulowanych ekstraktami z biomasy |. badia. W przypadku analiz dotyczacych
potencjatlu przeciwzapalnego preparatow z owocnikow oraz biomasy C. cibarius
wzbogaconych w zwigzki cynku odkryto, iz dodatek LPS powoduje zwickszenie akumulacji
cynku w komorkach AS549, ktorej efektywno$¢ dodatkowo zwigksza si¢ w obecnoscCi
ekstraktow z C. cibarius, oraz ze wprowadzenie opisywanych preparatow do kultur
komorkowych hamowato ekspresje biatek pro-zapalnych COX-2 i cPGES2 oraz biatka AHR
w komorkach A549 aktywowanych LPS. Warto zaznaczy¢, Ze najbardziej widoczny efekt
przeciwzapalny w przypadku I. badia i C. cibarius wykazywaly ekstrakty z biomasy
hodowanej na podtozach wzbogacanych dodatkiem cynku. Wyniki zaprezentowane przez
Doktorantke wskazuja rowniez na istotne dziatanie przeciwzapalne preparatéw otrzymanych z
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biomasy A. bisporus. Wprowadzenie ekstraktow z biomasy hodowli kontrolnych oraz kultur
wzbogacanych w ALA do hodowli komorek CaCo-2 aktywowanych czynnikami zapalnymi
LPS i TNF-a powodowato wzrost ekspresji Nrf2 oraz obnizenie ekspresji biatek COX-2 i
receptora FP. Ponadto preparaty z otrzymane z grzybni namnazanej na podtozach
wzbogacanych w ALA obnizaty w tym przypadku zawarto$¢ IL-6, co zdaje si¢ potwierdzac
ich dziatanie przeciwzapalne.

Podsumowujac stwierdzam, ze praca mgr Agaty Grzywacz-Kisielewskiej stanowi
oryginalne rozwigzanie konkretnego problemu naukowego i dowodzi zar6wno umiejetnosci
planowania 1 wykonania eksperymentéw, jak 1 opublikowania ich rezultatow w
specjalistycznych czasopismach. Doktorantka w pelni zrealizowata zadania przedstawione w
celu pracy. Na podkreslenie zashuguje wykorzystanie nowoczesnych technik badawczych oraz
szeroki zakres analizowanych parametrow, co stanowi cenny wktad merytoryczny w podjety
temat naukowy. W teoretycznej czgéci rozprawy Autorka udowodnita, ze dobrze orientuje si¢
zarOwno w tematyce prowadzonych badan jak i literaturze dotyczacej opisywanych
zagadnien. Prace oceniam pozytywnie podkreslajac, ze znaczna cze$¢ wynikdw w niej
zaprezentowanych zostata juz opublikowana w czasopismach o zasigegu miedzynarodowym a
czg¢s¢ jest w trakcie publikacji, co réwniez potwierdza nowatorski charakter uzyskanych
wynikow. Zamieszczone w recenzji uwagi, komentarze oraz pytania nie wplywaja na jej
pozytywna oceng. Praca wnosi nowe elementy do wiedzy z zakresu dziatania

przeciwzapalnego preparatow pozyskiwanych z grzybow jadalnych.

Wedlug mojej oceny przedstawiona do recenzji rozprawa speilnia kryteria stawiane
eksperymentalnym pracom doktorskim, a wnioski nie wykraczajg poza uzyskane rezultaty.
W zwigzku z powyzszym wnoszg o dopuszczenie mgr Agaty Grzywacz-Kisielewskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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