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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dawida Stefaniuka

zatytulowane;j:

.Izolacja i charakterystyka nowych niskoczasteczkowych substancji biologicznie

czynnych z sekretomu grzyba Cerrena unicolor”

wykonanej w Zakladzie Biochemii

Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie

pod kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny Jaszek, prof. UMCS (promotor)

1 Pani dr hab. Anny Matuszewskiej (promotor pomocniczy)

Ogolny opis problematyki badawczej poruszanej w rozprawie doktorskiej

XXI wiek przyniost ze soba ogromny wzrost zachorowan na choroby nowotworowe,
cukrzyce, choroby ukladu naczyniowego bedace pochodnymi hiperlipidemii oraz choroby
ukiadu odpornosciowego spowodowane zanieczyszczeniem s$rodowiska i permanentnym
stresem. Niepokoj budzi roéwniez rosngca oporno$¢ mikroorganizmow patogennych na
obecnie stosowane leki. W sSwietle tych zjawisk potrzeba poszukiwania nowych lekow i

suplementow hamujacych wystgpowanie i ostabiajacych efekty uboczne tych chordb staje sie



Uniwersytet Medyczny
w Lublinie
Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej
Katedra i Zaktad Biochemii i Biotechnologii
ul. Chodzki 1 20-093 Lublin

biochemia.farm@umliub.pl tel. 81 448 70 27

palagca. Jednym ze Zrodel tego typu substancji sa grzyby. Liczba gatunkow grzybow
stosowanych w celach biomedycznych stale rosnie, co jest efektem intensyfikacji badan w tej
dziedzinie nauki. Tradycyjnie stosowane preparaty grzybowe sg ekstraktami pozyskiwanymi
z calych owocnikow grzybowych lub stanowig owocniki w formie sproszkowanej.
Stosowanie takiej postaci wyrobow medycznych sprawia, ze mechanizm ich dzialan
terapeutycznych jest stosunkowo stabo poznany, zwlaszcza w odniesieniu do zwigzkow
niskoczasteczkowych. Trwaja zatem badania zwigzane z selekcja nowych gatunkow grzybow
uzytecznych dla zastosowan biomedycznych, oczyszczaniem ich skladnikéw aktywnych i
zdefiniowaniem ich aktywnosci biologicznej. W ten trend wpisuje si¢ rozprawa mgr Dawida
Stefaniuka. Trafng decyzja jest w mojej opinii wybranie grzyba Cerrena unicolor na obiekt
tych poszukiwan, ze wzgledu na jego wysoki potencjal w zastosowaniach przemystowych, a
takze w leczeniu nowotworéw 1 podnoszeniu poziomu ukladu odpornosciowego,

sugerowanego w dostepnych doniesieniach literaturowych.

Formalna ocena rozprawy

Rozprawa doktorska Pana mgr Dawida Stefaniuka, obejmujaca 212 stron tekstu, ma
uktad typowy dla pracy o charakterze eksperymentalnym: Wprowadzenie, Cel pracy,
Materialy 1 Metody. Wyniki, Dyskusja, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz
Bibliografia, a dodatkowo spisy rycin i tabel oraz wykaz pozycji w dorobku naukowym
doktoranta. Doktorant zadbal o zachowanie odpowiednich proporcji pomiedzy
poszczegolnymi rozdzialami rozprawy. 46 rysunkow i 39 tabel zawartych w rozprawie
przyczynia si¢ do dokladnego zilustrowania i uporzadkowania wiedzy i wynikéw uzyskanych

w trakcie przeprowadzanych eksperymentow.

Merytoryczna ocena rozprawy

Czterdziestostronnicowe Wprowadzenie zawiera zestaw aktualnych informacji
dotyczacych problematyki pracy. Autor dokonuje w nim przegladu wiasciwosci aktualnie
dostepnych i przebadanych preparatow grzybowych, koncentrujac si¢ na ich wlasciwosciach
terapeutycznych. Wsréd nich nalezy wymieni¢ wlasciwosci  przeciwutleniajace,

przeciwzapalne, immunomodulujgce, antybiotyczne (przeciwbakteryjne 1 przeciwgrzybicze),



Uniwersytet Medyczny
w Lublinie
Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Analityki Medycznej
Katedra i Zaktad Biochemii i Biotechnologii
ul. Chodzki 1 20-093 Lublin

biochemia.farm@umiub.pl tel. 81 448 70 27

przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe, przeciwcukrzycowe, hepatoprotekcyjne,
przeciwangiogenne, hipocholesterolomiczne i modulujace hemostazg. We Wprowadzeniu
dokonano takze przegladu wiedzy dotyczacej wysoko- 1 niskoczasteczkowych zwigzkow
pochodzenia grzybowego, ktorym przypisuje si¢ wymienione aktywnosci (polisacharydy,
peptydy i biatka oraz zwigzki sterolowe, terpenowe i fenolowe, dzieki czemu biomedyczny
potencjal grzybow staje si¢ jasny z punktu widzenia proceséw biochemicznych. Informacje te
sa zgrabnie przedstawione w postaci tabel, ulatwiajacych uporzadkowane zebranej wiedzy.
Charakterystyka organizmu grzybowego Cerrena unicolor, z wyraznie podkreslonymi
przykladami praktycznego zastosowania tego grzyba w bioremediacji, przemysle tekstylnym,
a zwlaszeza medycynie, uzasadniaja jego wybor do dalszych badan. Dodatkowo Autor
opisuje wybrane metody ekstrakcji oraz oczyszczania zwiazkow biologicznie czynnych w
odniesieniu do zrodel grzybowych, wraz z ich zaletami i ograniczeniami. Z punktu widzenia
czytelnika zauwazam, ze pomigdzy rozdziatami 2.2. a 2.3. brak jest ptynnego przejscia
tlumaczacego potrzebe omowienia metod izolacji i oczyszczania zwigzkow biologicznie
czynnych. Nie zmienia to jednak faktu, ze sens wprowadzenia podrozdziatu 2.3. staje sig

jasny w miarg dalszego czytania rozprawy.

Cel pracy, wpisujacy si¢ w trend poszukiwan nowych substancji czynnych dla
zastosowan medycznych, sformulowany zostal czytelnie 1 jasno. Zaklad Biochemii
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej od wielu lat specjalizuje si¢ w badaniach nad
wykorzystaniem metabolitéw grzybowych do zastosowan przemystowych i medycznych.
Izolacja i charakterystyka substancji niskoczasteczkowych z catkowitej frakcji metabolitow
zewnatrzkomorkowych grzyba bialej zgnilizny drewna Cerrena unicolor wpisuje si¢ w ten

kierunek badan.

Rozdzial Materialy i Metody zostal przygotowany starannie i drobiazgowo, w sposob
umozliwiajacy powtérzenie wszystkich w zasadzie doswiadczen. Obejmuje on 31 stron
druku, lacznie z wykazem stosowanych skrotow. Autor umiescil w nich opis pozyskiwania
materialu wyjsciowego w hodowlach fermentorowych, izolacji badanych frakeji zwigzkow

niskoczasteczkowych, a takze szczegotowej charakterystyki otrzymanych frakeji i subfrakeji.
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Niektore doswiadczenia zostaly wykonane we wspotpracy z innymi osrodkami badawczymi
(np. Zakladem Anatomii Porownawczej i Antropologii UMCS), co zapewnia wiarygodnos¢ i
rzetelnos¢ wynikow oraz swiadczy o umiejetnosci mgr Dawida Stefaniuka do pracy w
zespotach interdyscyplinarnych. Do tej czgsci pracy mam jednak nastgpujace uwagi:

- w sekcji 4.4.2.2. Autor zawarl opis etapow frakcjonowania niskoczasteczkowych
preparatow grzybowych na drodze saczenia molekularnego, ktory wedlug informacji w
pierwszym akapicie ma obejmowac trzy etapy. Tymczasem Autor przedstawia w opisie tylko
dwa etapy, co jest mylace dla czytelnika.

- w tabeli 15 Autor przedstawil warunki hodowli poszczegdlnych linii komorkowych,
uwzgledniajac rodzaje pozywek, a dla niektoérych linii takze temperature hodowli i1 stezenie
dwutlenku wegla. Sposéb przedstawiania tych danych, dla wigkszej przejrzystosci metodyki,
powinien by¢ ujednolicony.

- numer barwnika Hoechst wymaga weryfikacji

- w sekcji 4.4.4.3.4. (test rysy) Autor nie podal nazwy aparatury uzywanej do
przeprowadzenia tej analizy oraz miejsca przeprowadzenia badania.

- w kilku sekcjach rozprawy pojawia si¢ termin ,.equolizyna” uzywany zamiennie z
~eqolizyna”. Recenzent zwraca uwage, ze ta nazwa enzymu nie funkcjonuje w

ogolnodostepnej terminologii.

Omawianie Wynikéw Autor rozpoczal analiza rozdzialu preparatu pozyskanego z
plynu pohodowlanego Cerrena unicolor. Rozdzial zewnatrzkomorkowych metabolitow
grzybowych zaowocowal uzyskaniem frakeji zwiazkéw o wigkszej masie czgsteczkowej
(dodatkowo rozdzielonych na 4 subfrakcje) oraz zwiagzkéw o mniejszej masie czgsteczkowej
(dodatkowo rozdzielonych na 6 subfrakcji). Wsrod tych ostatnich subfrakcja piata zostala
dodatkowo rozdzielona na 20 preparatow pochodnych. W mojej opinii brakuje w tym miejscu
wytlumaczenia, dlaczego ta wtasnie subfrakcja jako jedyna zostala poddana dalszemu
rozdzialowi. Szczegétowa charakterystyka biochemiczna badanych frakcji wskazuje na
zawartos¢ roznych grup zwigzkow biologicznych, mogacych decydowaé o ich aktywnosci
biologicznej. Ponadto frakcje LMS-s1-6 (oraz czesciowo rowniez LMS-s5-1-20) i LMS-b1-4
zostaly poddane drobiazgowej analizie metodami FT-IR, HPLC-UV-VIS i LC-MS, co
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pozwolilo na identyfikacje grup chemicznych oraz okreslito prawdopodobienstwo
wystepowania konkretnych zwigzkow w tych frakcjach. Chociaz jako$¢ zdjecia
przedstawionego na Rysunku 14B nie pozwala na wizualne zweryfikowanie twierdzenia
podanego przez Autora rozprawy, a dotyczacego zawartosci aminokwasow 1 amin, to
wspolezynniki retencji tych substancji podane w tabelach 24-25 umozliwiaja te analizg. Po
wyczerpujace) analizie skladu chemicznego uzyskanych frakcji metabolitow grzybowych,
Autor rozprawy przechodzi do okreslania ich wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych 1
przeciwnowotworowych, wplywu na aktywnos$¢ wybranych enzymow proteolitycznych, na
proces koagulacji osocza, a takze na opdznienie czasu i szybkosci krzepnigcia osocza bogato-
1 ubogoplytkowego. Ogromna ilos¢ danych uzyskanych w trakcie tak obszernej analizy,
przedstawiona na blisko 80-ciu stronach druku, moze by¢ trudna do interpretacji. Zatem fakt,
ze Autor zalgcza odrebne podsumowania wynikow uzyskanych w poszczegolnych czesciach
prac eksperymentalnych, zastuguje na pochwale. Zwraca uwage wyrazny potencjal badanych
frakeji zwiazkow niskoczasteczkowych w odniesieniu do hamowania proliferacji, indukeji
procesu apoptozy 1 aktywnos¢ wybranych metaloproteinaz komérek linii nowotworowej raka
jelita grubego w poroéwnaniu z komorkami linii prawidtowych fibroblastow. Obserwacja ta
jest niezmiernie istotna w kontekscie poszukiwan nowych substancji przydatnych w terapii
przeciwnowotworowej. Autor zaznacza rowniez potencjal uzyskanych frakcji ex-LMS oraz
subfrakcji LMS-s i LMS-b wobec komorek linii nowotworowych raka piersi, szyjki macicy
oraz prostaty, cho¢ w tym fragmencie pracy rzuca si¢ w oczy pewna niekonsekwencja —
dziatanie frakcji ex-LMS zostalo zweryfikowane wobec komorek linii nowotworowych raka
szyjki macicy 1 jelita grubego. za$ subfrakcji LMS-s i LMS-b wobec komorek linii
nowotworowych raka piersi i prostaty. Jednak te badania nalezy traktowaé jako pilotazowe,
zas potencjal badanych frakcji wobec wymienionych linii nowotworowych z pewnoscig
zostanie przebadany bardziej szczegdlowo w przysztych badaniach mgr Stefaniuka. Mgr
Dawid Stefaniuk podjal réwniez probe okreslenia mechanizmu dzialania testowanych
subfrakcji  zwigzkow niskoczasteczkowych, okre$lajac  ich wplyw na aktywnos¢
metaloproteinaz w preparatach nowotworowych 1 prawidtowych linii komorkowych. W
kolejnym etapie badan mgr Dawid Stefaniuk analizowal wplyw otrzymanych preparatow

niskoczasteczkowych na aktywnos¢ proteaz nalezacych do czterech rodzin Katalitycznych i
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jasno wykazal, ze niektore z otrzymanych subfrakcji oddziatywaly silnie hamujaco, w sposob
ilosciowo zalezny, na aktywno$¢ modelowych przedstawicieli badanych grup enzymow
proteolitycznych. W analizie wplywu badanych frakeji zwigzkéw niskoczasteczkowych
uwzgledniono ponadto ich wplyw na parametry Krzepnigcia osocza ubogo-i
bogatoplytkowego, wykazujgc tu aktywnos¢ glownie subfrakeji LMS-s1 i LMS-s6. Zwraca
uwage starannos¢ doboru wigkszosci eksperymentéw przeprowadzonych przez Autora pod
katem potencjalnych zastosowan otrzymanych preparatow grzybowych w medycynie, a
zwlaszcza w terapii nowotworowej. W Kkontekscie tej obserwacji nalezy podkresli¢
umiejetnosci Autora w dlugofalowym projektowaniu badan, co sprawia, ze rokuje on
ogromnie pozytywnie jako przyszly samodzielny badacz.
W tej czesci pracy mojg uwage zwrocilty nastepujgce bledy 1 niescistoscei:

- Pomigdzy ilosciami preparatu po ultrafiltracji membranowej i po odwrdconej osmozie
deklarowanymi w tabeli 17 na stronie 82 (odpowiednio 6014 + 386 ml oraz 507 + 195 ml) a
tymi podanymi w Metodyce na stronach 59-60 (odpowiednio okoto 5500 ml oraz 600 ml)
istnieje rozbieznos¢.

- wedhug informacji w sekcji 5.1.2., frakcja LMS-b ma mase czasteczkowa od ok. 10 kDa do
1,51 kDa, zas wedtug informacji w sekeji 5.1.4.: od ok. 30 kDa do 10 kDa. Skad si¢ wzicla ta

niescistosé¢?

W kolejnej czesci rozprawy, czyli Dyskusji, Autor podejmuje probe
usystematyzowania ogromnej ilosci uzyskanych wynikow 1 polgczenia wiasciwosci
biologicznych wyizolowanych preparatow z ich skladem chemicznym. Laczy jg tez zgrabnie
z informacjami dostgpnymi w doniesieniach naukowych dotyczgcych tego tematu. Zwraca
uwage fakt, ze planowanie toku eksperymentoéw przeprowadzonych przez mgr Stefaniuka juz
na poczatkowych etapach uwzgledniato przyszle potencjalne zastosowanie wyizolowanych
frakcji. Znalazlo to odzwierciedlenie juz w trakcie wyboru metod izolacji i oczyszczania
finalnie otrzymanych subfrakcji pod katem zminimalizowania rozktadu i utraty funkcji
biologicznych zwigzkow aktywnych wchodzacych w ich sklad. Potencjalne dziatanie
przeciwnowotworowe subfrakcji z sekretomu Cerrena unicolor okazaly si¢ dominujace w

definiowaniu aktywnosci biologicznej tych subfrakcji. Ten rodzaj aktywnosci wybranych
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subfrakcji Autor usituje ttumaczy¢ na poziomie mechanizmu ich dzialania, taczac wlasne
obserwacje dotyczace ich wlasciwodei antyproliferacyjnych 1 antymetastatycznych z
rezultatami opisanymi w doniesieniach innych zespolow badawczych. Jednak Autor rozprawy
podjal tez wysitki w celu okreslenia innych wlasciwosci biologicznych uzyskanych
preparatow, takich jak aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Zwraca tez uwage na potencjal
subfrakeji wynikajacy z ich zdolnosci modulacyjnych w odniesieniu do proteaz serynowych,
co moze w przysztosci okazac si¢ uzyteczne w leczeniu takich procesow patologicznych jak
reumatoidalne  zapalenie  stawow, miazdzyca, stany zapalne czy zaburzenia
autoimmunologiczne. Istotne potencjalne znaczenie niektérych wyizolowanych subfrakeji
Autor dostrzega rowniez w ich zdolnosci do regulacji proceséw hemostatycznych. W celu
zwigkszenia przejrzystosci Autor zebral najwazniejsze informacje w formie 3 tabel (37-39)
podsumowujacych wyniki eksperymentéw 1 ulatwiajacych ich zbiorcza analize, a
dotyczacych skladu wyizolowanych frakcji, ich wiasciwosci antyoksydacyjnych,
przeciwdrobnoustrojowych, przeciwnowotworowych, hamujacych aktywnosé proteaz oraz
wplywajacych na przebieg hemostazy. Na szczegdlne uznanie zashuguja uwagi Autora
zwigzane ze zdefiniowaniem przyszlych celow badan kontynuujacych i rozwijajacych
dokonania zaprezentowane w omawianej rozprawie doktorskiej. Autor zdaje sobie sprawe z
ograniczen swoich dotychczasowych osiagni¢¢ 1 umie na wlasne wyniki spojrzeé krytycznie,
co czyni go juz teraz oraz w dalszej perspektywie niezmiernie wartosciowym naukowcem.
Ostatni fragment Dyskusji stanowi podsumowanie zaprezentowanych badan, ktére pelni role

wnioskow, nie ujetych w przyjetej przez Autora formie rozprawy.

Streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim w zwiezlej formie wprowadza czytelnika

w tematyke pracy i jasno definiuje uzyskane wyniki oraz sformutowane wnioski.

Bibliografia obejmuje 242 pozycje literaturowe, prawie w calosci angielskojezyczne i
w zdecydowanej wigkszosci z ostatnich 15 lat. W danych dotyczacych pozycji 63 brakuje
numeru wolumenu oraz stron artykulu. Poza tym nie dostrzeglam uchybien w sposobie
cytowania pozycji pisSmiennictwa. Nie mam tez zastrzezen do wyboru cytowanych w

rozprawie pozycji literaturowych.
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Ocena strony edytorskiej rozprawy

Rozprawa jest napisana jasnym, poprawnym i zrozumialym jezykiem. W pracy
zanotowano niezbyt liczne bledy wynikajace z usterek edytorskich i innych drobnych
pomylek. Ich przykiady to:

- nazwy niektorych producentow odczynnikow 1 aparatury podano mylnie: Merk
zamiast Merck, Tekan zamiast Tecan, CellSans zamiast CellSens.
- nazwa ..eqolizyna”, ktéra byla uzywana zamiennie z terminem ,.equolizyna”
- w podpisie do rysunku 13 niepotrzebnie wzigto w nawias nazwy witamin z grupy A i D
- W rozprawie oznaczenia i1 nazwy figurujg zamiennie, na przyktad 0,2 pym i 0,22 pum dla
odcigcia membrany sgczka, a takze Muellera-Hintona lub Mueller-Hinton dla podioza
hodowlanego. Autor powinien zwrdci¢ uwage na utrzymywanie jednolitego stylu podawania
tego typu oznaczen.

Wymienione uwagi nie wplywaja na merytoryczna i 0ogolng ocen¢ rozprawy, ktora

oceniam bardzo wysoko.

Whioski koncowe

Zaprezentowana do oceny rozprawa Pana mgr Dawida Stefaniuka stanowi oryginalne
osiggni¢cie badawcze o wysokim poziomie badawczym i duzym potencjale aplikacyjnym.
Swiadezy ona o dojrzatosci  Autora, umiejetnosci  dalekowzrocznego planowania
eksperymentow, zastosowania odpowiednich metod eksperymentalnych 1 tworzenia
interdyscyplinarnych zespotow badawczych. Autor wykazuje sie¢ rowniez umiejetnoscia
wysnuwania wnioskow 1 krytycznej analizy wynikow badan wlasnych w odniesieniu do
rezultatow uzyskanych przez innych autoréw. Bardzo mocno pragne podkresli¢c imponujacy
calkowity wspotczynnik oddziatywania dotychczasowych osiagnie¢ publikacyjnych mgr
Dawida Stefaniuka (faczna liczba punktow indeksu IF = 31,202 oraz liczba punktow
KBN/MNiSzW = 380), co sprawia, ze Jego dorobek lokuje si¢ bardzo wysoko w rankingu
osiggnie¢ kandydatow do stopnia doktora. Dostrzegam roéwniez ogromny potencjal

aplikacyjny osiaggni¢¢ przedstawionych w rozprawie doktorskiej mgr Dawida Stefaniuka.
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Reasumujac, uznaje, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia
warunki okreslone w z Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Uprzejmie przedstawiam Dziekanowi
Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie,
wniosek o dopuszczenie mgr Dawida Stefaniuka do dalszych etapow przewodu doktorskiego
1 0 wyrdznienie go stosowng nagroda.
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