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Recenzja rozprawy doktorskiej p.t.: ,,Ocena skutecznosci dzialania przeciwzapalnego ekstraktéw
wybranych gatunkéw grzybéw jadalnych i ich biomasy z zastosowaniem technik biologii
molekularnej”, wykonanej przez Pania mgr Agate Grzywacz-Kisielewska, pod kierunkiem Pani
dr hab. n. farm. Bozeny Muszyiskiej, prof. UJ pelmiacej funkcje promotora
oraz — Pani dr hab. n. farm. Joanny Gduli-Argasiiiskiej - promotora pomocniczego.

~Grzyby majg w sobie pierwiastek boski i diabelski, stqd ich ambiwalencja i jednoczesnie niezwyklosé.
Bo grzyby sq niezwykle, siworzone z chieba i $liny kumulujqg w sobie dobro i zlo. Jak chieb, kicry stuzy
ludziom za pozywienie, tak i grzyby do tego celu mogq by¢ wykorzystywane. Jednak zawierajg w sobie
lakze niebezpieczng czgstke, szkodliwy skladnik - diabelskg Sling, ktéra moze stanowié powazne
zagrozenie” (Anna Trojanowska, O leczniczym uzyciu grzybéw w XIX wieku). Grzyby —
w szczegolnosci te zaliczane do jadalnych — okreslane mianem nie tylko, narodowego przysmaku badz
dumy kuchni polskiej, bywaly rowniez nazywane darem Ozyrysa badz ,pozywieniem bogow™,
przybywajacym wraz z blyskawicg Jowisza. Stosunek jednak do grzybéw wraz ze zmiana dlugosci
i szerokosci geograficznej moze ulega¢ modyfikacji. I tak, Azjaci oraz Stowianie czesto grzyby zbieraja
i spozywaja, w odréznieniu do mieszkancow pdiwyspu skandynawskiego, odnoszacych si¢ do
omawianego surowca z dystansem. Czynigc zas préby oceny biezacego spozycia grzybéw na terytorium
Polski szacuje sie, iz moze ono osiaga¢ przecigtnie wartos¢ kilku kilograméw na osobe w ciagu roku.
Okolice natomiast Puszczy Nadnoteckiej — gdzie grzyby w jadlospisie stosowane sa zamiennie

z pokarmem migsnym — cechowaé si¢ moga spozyciem omawianego surowca, oscylujgcym w
granicach 30-35 kg/osobg/rok. Pomijajac walory dietetyczne, grzyby ciesza si¢ wielusetletnim
zastosowaniem

W przebiegu terapii licznych schorzen, pehiac niejednokrotnie kluczowa funkcje w postepowaniu
medycznym. Wybrane gatunki grzybéw wywieraja korzystny wptyw na profil lipidowy, glikemie,
normalizujg ciSnienie tetnicze, prezentujac réwniez wlasciwosci przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybicze czy immunomodulujgce. Nieliczne natomiast doniesienia naukowe omawiaja
precyzyjnie mechanizm dziatania przeciwzapalnego, przypisywanego wybranym grzybom jadalnym.

Podjecie zatem przez Doktorantke badan, dotyczacych oceny skutecznosei dzialania przeciwzapalnego
ekstraktow wybranych gatunkéw grzybow jadalnych i ich biomasy z zastosowaniem technik biologii
molekularnej, uwazam za uzasadnione i w pelni nadajace si¢ na temat rozprawy doktorskiej.

Tematyka ocenianej rozprawy wpisuje si¢ w zakres badan prowadzonych z sukcesem
w Katedrze i Zakladzie Botaniki Farmaceutycznej we wspdlpracy z Zaktadem Radioligandéw Katedry
Farmakobiologii Wydziatu Farmaceutycznego, Uniwersytetu Jagiellofiskiego — Collegium Medicum
pod kierunkiem Pani dr hab. n. farm. Bozeny Muszyiiskiej, prof. UJ oraz Pani dr hab. n. farm. Joanny
Gduli-Argasinskiej. Cztery opublikowane pozycje literaturowe z zakresu omawianej tematyki
badawczej oraz wyniki z pracy przeslanej do redakcji International Journal of Medicinal Mushrooms,
wspotautorstwa Promotoréw rozprawy Doktorantki, ujete zostaly w niniejszej dysertacji.

Oceniana rozprawa obejmuje 119 stron tekstu wraz z pi$miennictwem.

Tekst pracy podzielony jest na typowe rozdzialy, z zachowaniem wlasciwych pomiedzy nimi proporcji.
Praca zawiera 5 fotografii, 8 tabel oraz 30 rycin.

Prace rozpoczyna przejrzyScie zredagowane Streszczemie, przedstawione w  polsko -
i anglojezycznej wersji.

Syntetyczny ,,Wstep” do rozprawy zawiera informacje na temat stanu zapalnego czy transdukcji
sygnalu w procesie zapalnym. Szczegdlna jednak uwage po$wigca Doktorantka omowieniu wiasciwosci
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przeciwzapalnych grzybéw jadalnych, precyzyjnie opisujac biatka, kwasy tluszczowe, zwiazki
fenolowe, zwigzki indolowe, witaminy, terpenoidy, pierwiastki, cynk, miedz, selen obecne w
omawianych surowcach, podnoszgc réwniez zagadnienie stabilnosci grzybowych zwiazkow
przeciwzapalnych. Autorka dysertacji nie pomija przy tym szczegdtowej charakterystyki -
stanowiacych przedmiot niniejszej rozprawy — grzybéw jadalnych z taksonu Basidiomycota, takich jak:
Imleria badia — podgrzybek brunatny, Cantharellus cibarius — pieprznik jadalny, Agaricus bisporus —
pieczarka dwuzarodnikowa.

Przedstawione we ,,Wstepie” zagadnienia $wiadcza o rzetelnej wiedzy Doktorantki jak i o umiejetnosci
wyboru tych zagadnieti, jakie wigZza si¢ z tematem pracy. Co wigcej literatura wspomnianych zagadnien
zostala rzetelnie dobrana tematycznie, opierajac si¢ w zdecydowanej wiekszosci na osiagnigciach
ostatnich lat, w zakresie omawianej problematyki naukowo-badawczej. Do rozdziahu tego wkradly sie
Jednak pewne usterki, takie jak sformutowanie ,,cytokin przeciwzapalnych IL-4, IL-10, TGF-B”, strona
12, ostatni akapit, ostatnie zdanie, tymczasem dwom ostatnim molekutom przypisa¢ nalezy zaréwno
role przeciw jak i pro-zapalne (Exp Mol Med. 2014 Jan; 46(1): €74.); pominigcie zrédta literaturowego
(informacja przedstawiona w akapicie nr 2, str. 34) cytowane informacje najprawdopodobniej pochodza
z czasopisma Farmacja praktyczna, artykutu zatytutowanego ,,Grzyby na zdrowie”, a opublikowanego
I wrzesnia 2009r.; niezrgcznos¢ jezykowa — ,,Ponadto terpenoidy z G. lucidum wykazujg dzialanie
przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe w stosunku do wiruséw Epsteina-Barra czy HIV-1" - ostatnie
zdanie 2 akapitu, str.29; powielone cytowanie zrédet — ,,137 (Falandysz & wsp., 2015) [Falandysz i
wsp., 2015; Mleczek i wsp., 2015]” przedostatnie zdanie 2 akapitu, str. 36.

Cel pracy jest ambitny, jasno sprecyzowany i uzasadniony.

Doktorantka postanowila oszacowaé potencjalne wlasciwosci przeciwzapalne —ekstraktow
pochodzacych z owocnikéw wybranych gatunkéw grzybow jadalnych z taksonu Basidiomycota —
Imleria badia (podgrzybek brunatny), Cantharellus cibarius (pieprznik jadalny), Agaricus bisporus
(pieczarka dwuzarodnikowa) oraz biomasy z kultur in vitro wyszczegdlnionych gatunkéw uzyskanych
z ptynnej pozywki wedtug Oddoux.

Przedmiot badan oraz materiat do wyprowadzenia kultur in vifro stanowity $wieze owocniki wybranych
grzybow jadalnych: Imleria badia (Fr.) Vizzini — podgrzybek brunatny, Cantharellus cibarius Fr. —
pieprznik jadalny, zebrane ze stanu naturalnego (lasy mieszane Polski Potudniowej) oraz owocniki
komercyjnego pochodzenia Agaricus bisporus (JE Lange) Imbach — pieczarka dwuzarodnikowa. Ocena
taksonomiczna mtodych owocnikéw jak i zdeponowanie reprezentatywnych probek materiatu miato
miejsce w Zakfadzie Botaniki Farmaceutycznej U] CM, Krakéw. W Zakladzie Radioligandow,
Wydziatu Farmaceutyczny UJ CM przeprowadzono doswiadczenia z zastosowaniem hodowli komérek
eukariotycznych, z kolekcji American Type Culture Collection (ATCC), obejmujacych mysie
makrofagi RAW 264.7 (Mus musculus monocyte/macrophages, TIB-71), ludzkie nowotworowe
komérki nablonkowe pluc A549 (lung epithelial carcinoma, CRM-CCL-185) oraz ludzkie
nowotworowe komérki nablonka jelita CaCo-2 (colorectal adenocarcinoma, HBT-37).

Doktorantka podjeta si¢ réwniez realizacji wyjatkowo wymagajacych zadan, obejmujacych
oszacowanie zywotnosci komérek, cytotoksycznosci badanych ekstraktéw oraz okreslenia stopnia
apoptozy komoérek z zastosowaniem testu ApoTox, ulatwiajacego ocene aktywnosci proteolitycznej
komorek. W omawianym rozdziale pracy, zatytulowanym ,Materialy i metody” Doktorantka,
niezwykle rzeczowo, opisuje przebieg oznaczania ekspresji bialek metoda Western Blot, wraz
z charakterystyka optymalizacji warunkéw omawianej techniki, tytulem uzyskania efektywnego
sygnatu. Pani magister Agata Grzywacz-Kisielewska podjeta si¢ ponadto wymagajacego zadania
analizy kwaséw tluszezowych, pochodzacych z owocnikéw i biomasy z kultur in vitro dla probek
z gatunku 1. badia, a takie A. bisporus oraz blon komérkowych, implementujac rozdziat
chromatograficzny uzyskanych estréw z zastosowaniem chromatografu gazowego z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym. Co nie mniej wazne, Autorka niniejszej dysertacji dowiodta ZNaczacego
zaawansowania metodologicznego, obejmujacego oceng aktywno$é czynnikéw transkrypeyjnych NF-
kB i PPARy w komérkach RAW 264.7, suplementowanych ekstraktami z . badia i aktywowanych LPS,
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Pomiar IL-6 w komérkach CaCo-2 inkubowanych z ekstraktami z biomasy A. bisporus i aktywowanych
LPS i/lub TNF-0 czy tez oszacowania zawartosci cynku w lizatach komérkowych A549, pozywkach
oraz ekstraktach z C. cibarius z zastosowaniem techniki plomieniowej atomowej spektroskopii
absorpeyjnej (FAAS).

Omawiany rozdzial dysertacji dowodzi ponadto umiejetnoéci weryfikacji uzyskanych wynikéw badan,
znajdujge swoje odzwierciedlenie w postaci zastosowanych w pracy, metod analizy statystycznej.

Z racji nalozonego na mnie obowigzku pragne zapytaé o kryteria wyboru zastosowanych w
doswiadczeniach lezacych u podstaw niniejszej dysertacji, linii komérek eukariotycznych t.j. mysich
makrofagow RAW 264, ludzkich nowotworowych komérek nabtonkowych plic A549, ludzkich
nowotworowych komorek nablonka jelita CaCo-2. Najprawdopodobniej wspomniany wybér
poprzedzata dogl¢bna analiza danych literaturowych, wsparta niebagatelnym do$wiadczeniem
naukowo-badawczym promotoréw niniejszej pracy.

Pragne réwniez zasugerowa¢ mozliwos¢ oceny ekspresji COX-3 (produktu genu PTGS1 powstatego
w wyniku alternatywnego szlaku modyfikacji posttranskrypcyjnych) — o prawdopodobnym dziataniu
przeciwgoraczkowym — w zastosowanych liniach komérek eukariotycznych suplementowanych
ekstraktami z Imleria badia (podgrzybek brunamy), Cantharellus cibarius (pieprznik Jjadalny), Agaricus
bisporus (pieczarka dwuzarodnikowa), co mogloby zagwarantowaé poszerzenie wiedzy traktujacej
0 mechanizmie dzialania omawianych surowcéw.

Wyniki badan zostaly szczegotowo, a zarazem wyjatkowo starannie opisane, oraz przedstawione za
posrednictwem 28 rycin i 6 tabel. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zadania badawcze, przyjete za cel
pracy doktorskiej, zostaly zrealizowane. Doktorantka wykazata, znaczne zahamowanie ekspresji bialek
COX-2, cPGES, NF-kB p50 i NF-kB p65 prezentowane przez komérki inkubowane z ekstraktami
z biomasy 1. badia i aktywowane LPS wykazaly; nasilenie ekspresji biatka GSTM] wywolany
suplementacja ekstraktami z I. badia komérek RAW 264.7, aktywowanych LPS; represje aktywnosci
NF-kB, a takze zwigkszong aktywnos¢ PPARy w makrofagach inkubowanych z ekstraktami z 1. badia
i aktywowanych LPS zaobserwowano. Ponadto, Autorka ocenianej dysertacji dowiodla, iz LPS
stymuluje znaczace zwigkszenie akumulacji cynku w komorkach A549; najwyzsza ekspresje bialek pro-
zapalnych COX-2 i cPGES?2 oraz biatka AHR zaobserwowano w komérkach A549 aktywowanych LPS.
Pani magister Agata Grzywacz-Kisielewska zaobserwowal takze, ze inkubacja z ekstraktami
z biomasy 4. bisporus i z biomasy 4. bisporus, wzbogacanej w ALA komorek aktywowanych
czynnikami zapalnymi LPS i TNF-a, powodowata obnizenie ekspresji bialek COX-2
i receptora FP oraz wzrost ekspresji Nrf2; jak rowniez, iz komérki CaCo-2 inkubowane
z ekstraktami z biomasy A. bisporus wzbogacanej w ALA i aktywowane czynnikami zapalnymi LPS
i TNF-a wykazaly spadek zawartosci IL-6.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje wnikliwie przeprowadzona dyskusja wynikow. W rozdziale tym
Doktorantka nie tylko komentuje efekty wiasnych badar, w odniesieniu do danych z pismiennictwa
swiatowego, lecz takze wnioskuje o implikacjach praktycznych wykonanych badaf. Rozdziat ten
swiadczy o duzej, interdyscyplinarnej wiedzy Doktorantki w zakresie zagadniefi, bedacych
przedmiotem dociekan Jej pracy doktorskie;j.

Podsumowanie zaproponowane przez Doktorantke odpowiada zadaniom badawczym dysertacji.
Pi$miennictwo liczace 151 pozycji, gtownie anglojezycznych (146), w zdecydowanej wigkszosci

obejmuje publikacje pochodzace z ostatnich lat. Wszystkie pozycje literaturowe zostaly zacytowano
w tekscie dysertacji. Jednak, nie wszystkie pozycje pismiennictwa zostaly zestawione prawidtowo (np.
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zastosowano nieprawidlowa skrétowg nazwe czasopisma, m.in. w poz. 64,98,112, 128; brak skrétowe;
nazwy czasopisma poz. 76).

Wymienione uwagi nie maja wplywu na mojg, wysoce pozytywna, ocene niniejszej rozprawy
doktorskiej.

Reasumujac stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr Agaty Grzywacz-Kisielewskiej, noszgca tytut:
»Ocena skuteczno$ci dziatania przeciwzapalnego ekstraktéw wybranych gatunkéw grzybéw jadalnych
i ich biomasy z zastosowaniem technik biologii molekularnej” w petni odpowiada wymogom stawianym
rozprawom doktorskim. Wnosi istotne wartosci poznawcze do wiedzy na temat przeciwzapalnych
czynnikow terapeutycznych, naturalnego pochodzenia, stanowiacych potencjalng alternatywe dla
powszechnie stosowanych molekut syntetycznych.

Z powyzszych wzgleddw przedstawiam Panu Dziekanowi i Wysokiej Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego — Collegium Medicum, wniosek o dopuszczenie mgr
Agaty Grzywacz-Kisielewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, zwazywszy innowacyjno$¢é problematyki badawczej, niezwykle wysoki merytoryczny
poziom i praktyczny charakter niniejszej rozprawy, proponuje jej wyrdznienie.

r‘v’?g/(_’, &— Z
dr hab. n. farm. Pawel Olczyk

Sosnowiec, 22 sierpnia 2017 r.



