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Recenzja

Przedstawiona do recenzji praca na stopien doktora nauk biologicznych
Pana mgr Dawida Stefaniuka zatytulowana: , Izolacja i charakterystyka
nowych niskoczasteczkowych substancji  biologicznie czynnych
z sekretomu grzyba Cerrena unicolor” zostala wykonana w Zakladzie
Biochemii UMCS pod kierunkiem promotora dr hab. Magdaleny Jaszek,
prof. UMCS oraz promotora pomocniczego dr hab. Anny Matuszewskie;j.

Grzyby podstawkowe stanowia niewielka czgs¢ krolestwa grzybow
liczacego przeszto sto tysigcy gatunkéw, w ktérym nieustannie s3
opisywane i dodawane kolejne gatunki. Sg to organizmy, na temat ktérych
wiedza jest jeszcze mocno ograniczona.

Owocniki grzybéw zbierano i stosowano od pradawnych czasow,
szczegélnie w tradycyjnej medycynie Wschodu oraz jako element
medycyny ludowej Zachodu. W Europie po raz pierwszy (juz w IV w. p.n.e)
wilasciwosci lecznicze grzybow opisal Hipokrates. Pierwsze informacje o
stosowaniu grzybow w lecznictwie polskim ukazaly si¢ w czasopismach
etnograficznych w drugiej potowie XIX wieku. W Farmakopei Polskiej II,
znajdujg si¢ monografie dotyczace Faex medicinalis (Saccharomyces
cerevisiaie — drozdzy lekarskich), bedacych zrédlem witamin oraz
znajdujgcymi zastosowanie jako $rodek do sporzadzania tabletek, a w
aktualnej Farmakopei XI swoja monografi¢ posiada gatunek nadrewnowy
Poria cocos (Polyporaceae). Mykoterapia jest nauka rozwijajaca si¢ od
1974, kiedy to grupa mykologow na konferencji naukowej w Japonii

rozpoczeta dyskusje na temat wlasciwosci leczniczych grzybow.
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Z tego powodu wyodrebniona zostala grupa grzybow, ktéra ze wzgledu na swoje
wilasciwosci okreslana jest, jako grzyby lecznicze. Wsréd gatunkow leczniczych przewazaja
grzyby z taksonu Basidiomycota (Podstawczaki). Okolo trzech tysigcy gatunkow grzybow
jest uznanych za gatunki jadalne, z czego podaje si¢, ze sto jest pozyskiwanych
z komercyjnych upraw, ale z tego tylko dziesi¢¢ z nich na skale przemystowa. Potencjat
leczniczy grzybéw wytwarzajacych owocniki (w tym tez gatunkdéw nadrewnowych) jest co
raz lepiej poznany, ale ciagle jeszcze jest bardzo duzo do zrobienia, aby w pelni skorzysta¢
z wlasciwosci medycznych tych organizméw. Ilo$¢é zachorowan na choroby nowotworowe
1 cywilizacyjne i1 to, ze stanowig one przyczyn¢ przedwczesnych zgonéw powoduje, ze
konieczne jest poszukiwanie skutecznych lekow, ktérych coraz lepiej poznawanym zrédiem
sa owocniki grzybow.

Przedstawiona do recenzji praca ma szczegélne znaczenie, poniewaz skuteczne,
celowane, dobrze dokumentowe leki onkologiczne moga sta¢ sie ratunkiem dla pacjentow
dotknigtych chorobami nowotworowymi.

Pan mgr Dawid Stefaniuk w swojej rozprawie doktorskiej zajgt sie¢ tym niezwykle
waznym z punktu widzenia praktycznego tematem, analizujac wlasciwosci biologiczne
substancji izolowanych z ekstraktow grzyba nadrzewnego Cerrena unicolor.

Przedstawione do recenzji opracowanie mgr Dawida Stefaniuka na stopien doktora nauk
biologicznych zawarte jest na 212 stronach maszynopisu i podzielone tak, jak wymagane

jest od opracowan prac doktorskich, czyli zawiera wlasciwe elementy:

. Wprowadzenie stanowigce tez czgs¢ teoretyczng
. Cel pracy
. Materialy i metody

. Dyskusje uzyskanych wynikow

. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim
. Spis pismiennictwa, rycin i tabel
. Dorobek naukowy Doktoranta (niestety tylko spis prac).

Uklad pracy jest przejrzysty i zrozumialy, co ulatwia w duzym stopniu jej $ledzenie
1 wykorzystanie wynikéw (moze jedynie nie potrzebne jest stosowanie az 5 poziomow
podrozdziatow i ich tytuly mozna by radykalnie skroci¢, dzigki czemu spis tresci statby sie
krotszy 1 czytelniejszy). Do piecdziesiatej strony zawarty zostal wstep (czgs$¢ teoretyczna),
a nastepnie przedstawiono cel przeprowadzonych badan. Rozprawa jest udokumentowana az
242 pozycjami pismiennictwa w znacznej ilosci pochodzacymi z lat 2010-2019 oraz zawiera

46 rycin i 39 tabel.



W pierwszej czgsci pracy, we wstgpie mgr Dawid Stefaniuk skoncentrowal sie na
opracowaniu i opisaniu najwazniejszych grzybowych substancji biologicznie aktywnych
oraz metod ekstrakcji materialu grzybowego i metod analitycznych ze szczegdlnym
uwzglednianiem chromatograficznych.

Nastepnie Doktorant nakreslit cel swojej rozprawy doktorskiej, ktorym byla izolacja
1 charakterystyka nowych niskoczasteczkowych substancji biologicznie aktywnych
z gatunku grzyba bialej zgnilizny drewna Cerrena unicolor oraz analiza ich wybranych
wlasciwosci biologicznych. Material grzybowy, ktéry Doktorant wykorzystat do separacji
poszczeg6lnych frakceji byl to preparat zawierajacy zewnatrzkomérkowe metabolity wtérne
(ex-LMS) produkowane przez wybrany do badan gatunek w warunkach prowadzonych
kultur in vitro.

W przedstawionej do recenzji pracy, w celu okreslenia sktadu jakosciowego badanych
preparatow zastosowano techniki analityczne takie jak: spektroskopia w podczerwieni FT-
IR, wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzgzona ze spektrometria w $wietle
widzialnym 1 ultrafiolecie (HPLC-UV-VIS), oraz ultrawysokosprawna chromatografia
cieczowa sprzg¢zona ze spektrometrig mas (LC-MS).

Moim zdaniem jednym z najwazniejszych osiggnie¢ Doktoranta mimo, ze marginalnie
jest opisane w rozprawie nalezy uzna¢ opracowanie aparatu wlasnej konstrukcji do zatezenia
pozywek droga odwroconej osmozy na membranie TFC-75F (Aquafilter Inc. USA), a
cenowo jest prawdopodobnie bardzo konkurencyjny w poréwnaniu do aparatow
komercyjnych. Dzigki skonstruowanemu autorsko urzadzeniu uzyskiwano zageszczony
material do dalszych analiz zwigzkéw biologicznie aktywnych wydzielanych przez
mycelium badanego gatunku do $rodowiska zewnetrznego, czyli podloza pohodowlanego.
Frakcje t¢ (extracellular low molecular subfraction — ex-LMS) zamrazano w porcjach po 50
mL w temperaturze -30° 1 wykorzystywano do dalszych dziatan preparatywnych. Jest to o
tyle ciekawe podejscie do wykorzystania grzybni, poniewaz mimo iz powszechnie bada si¢
zdolno$¢ remediacyjng grzybow owocnikowych w odniesieniu do $rodowiska
zewngtrznego, to farmaceutyczne aplikacje odnoszg si¢ przewaznie do zwigzkéw zawartych
w mycelium.

Wykorzystanie tej cechy grzybow wytwarzajacych owocniki czyli zdolnosci do
oddawania enzymow i substancji do srodowiska zewnetrznego (w tym przypadku medium
pohodowlanego) wskazuje na niezwykly potencjal leczniczy grzybow w warunkach in

Vitro.



W przedstawionej do oceny dysertacji udowodniono, ze mozna pozyskiwa¢ metabolity
lecznicze w $rodowisku zewnetrznym grzybni czyli podtozach, w ktérych prowadzone sa
ich mycelialne kultury in vitro.

Przeprowadzone analizy otrzymanych preparatow niskoczasteczkowych LMS-s1-LMS-
s6 i LMS-b1-LMS-b4 wykazatly niestety tylko prawdopodobng obecno$é¢ réznorodnych
zwigzkéw nalezacych do bialek i peptydéw, weglowodandw, zwiazkéw fenolowych,
pochodnych aromatycznych zawierajacych siarke, amin oraz nukleozydow. Wgrdd
przebadanych preparatow obserwowano réwniez zwiazki o charakterze przeciwutleniaczy, z
ktorych najwyzszy potencjal antyoksydacyjny wykazywaty frakcje LMS-b2 oraz LMS-s6.
I tu moje gldwne pytanie: dlaczego nie wykonano analiz metodami w tym, ktore byly
stosowane, a w poréwnaniu ze wzorcami prowadzilyby do uzyskania odpowiedzi, jakie
zwigzki s3 odpowiedzialne za proponowane w pracy dzialanie biologiczne?

Godnym podkreslenia jest fakt, ze w wykonanych analizach mikrobiologicznych
wykazano prawdopodobny synergizm dzialania izolowanych preparatow dotyczacych
hamowania wzrostu bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych, jak réwniez zdolnos¢
jednego z analizowanych preparatéw do hamowania wzrostu bakterii w postaci biofilmu.

Analizy z wykorzystaniem ludzkich komoérek nowotworowych wykazaty cytotoksyczny
oraz antyproliferacyjny potencjat zar6wno frakcji wyjsciowej, jak i badanych preparatow
wobec komorek raka szyjki macicy SiHa oraz CaSki, jak rowniez wplyw na proliferacje
komorek linii nowotworowe;j jelita grubego HT-29, raka prostaty PC3, a takze piersi MCF7
oraz gruczotu sutkowego MDA-MB-231. Badane preparaty w stosunkowo niewielkim
stopniu wplywaly na proliferacje transformowanej linii prawidlowe;j jelita grubego CCD 841
CoTr. Przeprowadzone analizy preparatow pozyskanych z koncowych etapéw oczyszczania
(LMS-s1-LMSs6 i LMS-b1-LMS-b4) wykazaty wyraznie, ze w sposob zalezny od st¢zenia
hamuja one proliferacj¢ komoérek linii HT-29. Najbardziej obiecujace wyniki otrzymano dla
preparatow LMS-s3, LMS-s4 i LMS-s5 efektywnych juz przy stezeniach od 25 do 50
pug/mL.

W przedstawionej do recenzji pracy wykazano, ze w przypadku oceny niektorych
mechanizméw dzialania przeciwnowotworowego wybranych najbardziej efektywnych
preparatow, tj. hamujacych migracj¢ komorek nowotworowych (w przypadku frakcji
LMSsl) powiazano ich dzialanie migdzy innymi z wplywem na aktywno$¢ MMP-9
(metaloproteinaz¢ macierzy zewnatrzkomorkowe;j).

W dysertacji wykazano réwniez zdolno$¢ oczyszczonych preparatow do hamowania

aktywnosci wybranych proteaz diagnostycznych, w tym enzymdéw z grupy proteaz
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cysteinowych i asparaginianowych. Wykazano réwniez zdolno$¢ badanych frakcji LMS-sl
1 LMS-s6 do znacznego promowania procesow wykrzepiania ludzkiego osocza krwi.
Uzyskane w niniejszej pracy wyniki pokazuja, ze badany gatunek Cerrena unicolor jest
interesujagcym zrodlem nowych zwiazkéw niskoczasteczkowych o duzym potencjale
biomedycznym. Na podkreslenie zastuguje to, ze Doktorant (tak jak wigkszos$¢ badaczy) nie
koncentrowal si¢ na grzybni, tylko na medium pohodowlanym, w ktérym analizowat
metabolity oddawane do srodowiska zewnetrznego.

Z obowigzku recenzenta, mimo nie kwestionowanej wartosci naukowej pracy mam
pewne uwagi i prosby o wyjasnienia.

Autor opracowania nie uniknat drobnych niezgrabnosci zwtaszcza w czgéci teoretyczne;j,
ktora jest stabsza strong przedstawionej do recenzji pracy, takich jak:
— wprowadzenie wymaga poprawy stylistycznej 1 wuaktualnienia (dane cytowane
z piSmiennictwa naukowego sg z 2012 roku lub starsze); pierwsze zdanie: ,,Grzyby od
dawna towarzyszg cztowiekowi jako zrédlo witamin (zwlaszcza z grupy B), mineralow oraz
pelnowartosciowego biatka.” To czlowiek znat grzyby i zaczal stosowa¢ w diecie
i lecznictwie oraz sg one zrodtem witamin, makro- i mikroelementéw (czyli biologicznie
aktywnych biopierwiastkéw),-a nie mineraléw bo to zwigzki nieorganiczne budujace np.
skaly.
—str. 11 ,,przypominajace brytke wegla drzewnego owocniki uwazane byly za remedium na
choroby nowotworowe” — przeciw chorobom nowotworowym!
—str. 11 ,,dane literaturowe..” i w calej pracy: dane z piSmiennictwa naukowego.
— str. 11 podziat ,,preparatéw grzybowych” jest bledny, nie dzielimy ich ze wzgledu na
stopien oczyszczenia i odzialywan — tylko ekstrakty lub wyizolowane zwigzki i dzialanie
biologiczne na organizm cztowieka w tym lecznicze.
— str. 12 W zastosowaniach tradycyjnych opisywanych w dostgpnych danych
literaturowych najczesciej wykorzystywane byly i sa do tej pory ekstrakty pozyskiwane
z catych owocnikow grzybowych lub sproszkowane owocniki” — zawsze do ekstrakcji sg
stosowane rozdrobnione owocniki! I co znaczy cale w odroznieniu od niecate..?
— str. 12/13 ,Najczesdciej stosowanymi metodami ich otrzymywania jest ekstrakcja przy
uzyciu rozpuszczalnikéw organicznych lub wody. Kazda z tych metod pozwala na
przeniesienie do ekstraktu innego rodzaju substancji. W pierwszej metodzie pozyskiwane sg
gléwnie substancje rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych, w drugiej np.
polisacharydy grzybowe.”— a co z polisacharydami nierozpuszczalnymi w wodzie i w

okreslonym pH?



— str. 15 ,,dziatato réwniez ostonowo na tkanke nerek chorych”— powinno by¢ ostaniajaco.

— str. 15 ,,Wolne rodniki sg niezwykle reaktywne, a ich oddzialywanie z czasteczkami
biologicznymi moze prowadzi¢ do zmiany zardwno struktury chemicznej jak i trwalej utraty
funkcji danej czasteczki, a w konsekwencji starzenia si¢ i Smierci organizmu.” — niezwykle
czyli jak ? Proponuje w pracy naukowej w tym calej rozprawie nie uzywanie tego typu nic
nie wnoszacych sformutowan.

— str. 15 ,,Preparaty pochodzenia grzybowego zdolne sa do zmiatania reaktywnych form
tlenu takich jak anionorodnik ponadtlenkowy itd.” Na nastepnych stronach podobnie. Jakie
preparaty, bo w Polsce jeszcze ich brakuje, chyba, ze chodzi o ekstrakty i nie jest potrzebna
personifikacja.

— ,Dostepne dane literaturowe wskazuja.” — personifikacja i powinno by¢ dane
z piSmiennictwa naukowego.

— str. 19 ,,0 bardziej lub mniej intensywnych (?) wlasciwosciach bdjczych izoluje sie¢ z wielu
gatunkéw grzyboéw jadalnych badz niejadalnych uwazanych za lecznicze” — czy chodzi
dzialanie bakteriobdjcze?

- str. 19 Grzyby wytwarzaja cala game zwigzkéw przeciwbakteryjnych
1 przeciwgrzybiczych, aby przetrwa¢ w swoim naturalnym srodowisku i zyska¢ niezbgdng
gatunkowg przewage ewolucyjna.” — jak wyzej

— str. 32 tytul tabeli ,,Przyklady peptydow przeciwgrzybowych”, powinien by¢ napisany:
Przyklady peptydow o dziataniu przeciwgrzybiczym

— Tabela 1 dlaczego zaprezentowane te gatunki grzybow, dane sg nieco stare bo do 21
strony wykorzystane jedynie artykuly do 2012 roku!

— str. 33 powinny by¢ dodane politerpenoidy

—str. 39 1 inne zamiast z prawej i lewej np. a.) i b.) i niektére wzory sg nie czytelne.

— str. 40 brak w opisie wybranego gatunku autordw go opisujacych czyli Cerrena unicolor
(Bull.) Murrill

— str. 44 | Najbardziej popularng metoda izolacji biologicznie czynnych zwigzkéw z
grzybow wyzszych jest ekstrakcja wodna oraz wodno-etanolowa” — to nie jest prawda, bo
bardzo czesto prowadzi si¢ ekstrakcje metanolem, acetonitrylem itd.

— str.47/53 ulozenia zloza/zt6z chromatograficznego itd. — powinno by¢: rodzaju fazy
stacjonarne;j

— w calej pracy nie 1 tylko L (np. tez mL, pL wg Si)



— TLC wizualizacja chromatogramoéw stabej jakosci i budzi kontrowersje zbyt niska linia
startu chromatograméw, sugerujaca, ze byly zanurzone w fazie rozwijajacej, co moze
zaburza¢ rozdzial zwigzkéw.

— str. 175, Tabela 39 Wpltyw ex-LMS, LMS-s oraz preparatow LMS-s1 do LMS-s6 na
opbznienie czasu oraz szybkosci krzepnigcia ludzkiego osocza bogato- oraz
ubogoplytkowego po czym w tabeli wykrzepianie, powinno by¢ krzepnigcie!

— Zbyt dhugie tytuly rozdzialéw (przez co az 11 stron spisu tresci) i zejscie do pigtego
podrozdziatu powtarza tresci i utrudnia czytanie.

Zaznaczone powyzej niezgrabnosci w tak obszernej rozprawie nie wplywajg
W najmniejszym stopniu ocen¢ merytoryczng przedstawionej do recenzji rozprawy
doktorskiej Pana mgr Dawida Stefaniuka, wymagaja jedynie uwzglednienia w trakcie
dalszej prezentacji wynikow.

W skiad dorobku naukowego Pana Mgr. Dawida Stefaniuka wchodzi 15 prac
posiadajacych wspotczynnik oddzialywania IF. W mojej opinii szkoda, ze do doktoratu nie
zostala dolaczona informacja na temat sylwetki Doktoranta, o jego dziatalnosci naukowej,
a nie tylko lista prac, bo intersujaca by byla tez dziatalno$¢ dydaktyczna, organizatorska,
udziat w konferencjach naukowych, etc.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze Autor rozprawy zrealizowal wszystkie zatozone
cele wykorzystujac wlasciwe narzgdzia metodologiczne, analityczne oraz statystyczne.

Pan mgr Dawid Stefaniuk wykazat si¢ tez dobrg znajomoscia pismiennictwa przedmiotu,
bardzo dobrym opanowaniem nowoczesnego warsztatu badawczego/doswiadczalnego.
Przedstawiona do recenzji praca jest interdyscyplinarna, poniewaz wymagata zdobycia
wiedzy z zakresu mykologii, biochemii, biologii molekularnej, chemii analitycznej
1 zaawansowanej metodyki analitycznej, medycyny, ale tez zdolnosci inzynierskich
1 konstruktorskich.

Wszystkie trudne elementy celu swojej rozprawy mgr Dawid Stefaniuk w pelni
zrealizowal, dlatego w mojej opinii przedstawiona do recenzji rozprawa zatytulowana:
slzolacja i charakterystyka nowych niskoczasteczkowych substancji biologicznie czynnych
z sekretomu grzyba Cerrena unicolor” spelnia wszelkie ustawowe i zwyczajowe wymogi
stawiane rozprawom doktorskim. W zwiazku z tym wnosz¢ do Rady Wydziatu Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej o dopuszczenie Pana mgr Dawida

Stefaniuka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



Z uwagi na niezwykle wazng oraz nowatorska tematyke¢ przedstawionych
w rozprawie badan (zwigzki grzybowe wydzielane do podlozy w warunkach hodowli in
vitro), ich aplikacyjne znaczenie dla skutecznej walki z chorobami cywilizacyjnymi, a
przede wszystkim nowotworowymi oraz propozycj¢ autorskiej konstrukeji aparatu do
odwrotnej osmozy, wnosz¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pana magistra Dawida

Stefaniuka.
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