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Recenzja

Przedstawiona do recenzji praca na stopien doktora w dziedzinie nauki
medyczne i nauki o zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne Pani lek. Katarzyny
Godlewskiej zatytulowana: Ocena wplywu wybranych ekstraktow
grzybéw nadrzewnych na proliferacje komoérek raka jelita grubego”
zostala wykonana w Zakladzie Farmakologii Doswiadczalnej Wydziatu Nauk o
Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego W Biatymstoku. Promotorem pracy byla
prof. dr hab. Halina Car oraz promotorem pomocniczym dr n. med. Anna
Sadowska.

W dobie rosnacego problemu lekoopornosci, zwlaszeza dotyczacej lekow
syntetycznych poszukiwanie naturalnych surowcow skutecznych w terapii
choréb cywilizacyjnych, w  tym szczegdlnie nowotworowych staje  sig
nadrzednym celem badawczym. Stad tak duze zainteresowanie $rodowisk
naukowych skupiajgce si¢ na naturalnych i mniej obciazajacych metodach
leczenia, a przede wszystkim profilaktyce opartej na prawidiowo
bilansowanej diecie. Surowcami naturalnymi o wybitnych wiadciwosciach
leczniczych sa grzyby wielkoowocnikowe. Choroby nowotworowe 53 wedtug
opracowan statycznych druga z glownych przyczyn zgondéw na Swiecie.
Doswiadczenia z krajow Azji i1 Europy Wschodniej pokazuja, ze grzyby moga
odgrywaé¢ wazna rolg w profilaktyce i leczeniu nowotworéw. Przykladem
moze by¢ Piptoporus betulinus, stosowany tradycyjnie w Czechach do leczenia
raka jelita grubego, natomiast w Europie Wschodniej, owocniki [nonotus
obliquus byly wykorzystywane W medycynie ludowej do leczenia chorob

nowotworowych juz od XVI wieku.
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Powszechnie wiadomo, ze substancje 0 dziataniu  immunostymulujgcym,
antyoksydacyjnym i witalizujacym wystepujace naturalnie W pozywieniu, w tym w
grzybach jadalnych, moga stanowi¢ wazny element profilaktyki przeciwnowotworowej.
Mykoterapia jest nauka rozwijajaca si¢ od 1974, kiedy to grupa mykologéw na
konferencji naukowej w Japonii rozpoczeta dyskusje na temat wlasciwosci leczniczych
grzybow.

Pani lek. Katarzyna Godlewska w swoje] rozprawie doktorskiej zajeta si¢ tym
niezwykle waznym z punktu widzenia praktycznego tematem, analizujac wilasciwosci
antyproliferacyjne ekstraktow pochodzacych z dwoch gatunkow grzybéw nadrzewnych
(Heterobasidion —annosum — korzeniwiec sosnowy i Pycnoporellus fulgens —
pomaraficzowiec btyszczacy) wobec komorek raka jelita grubego. Rak jelita grubego jest
trzecim co do czestosci wystgpowania nowotworem ztosliwym u mezezyzn i drugim
nowotworem, na ktory zapadaja kobiety.

Przedstawione do recenzji opracowanie lek. Katarzyny zawarte jest na 104 stronach
maszynopisu i podzielone tak, jak wymagane jest od opracowan prac doktorskich, czyli

zawiera wlasciwe elementy:

. Wstep — stanowiacy tez krotka cze$é teoretyczng zamieszczong na 19 stronach
. Cele pracy

. Materialy i metody

. Wiyniki

. Dyskusje uzyskanych wynikow

. Whnioski

. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim

- Spis pismiennictwa, rycin i tabel

= Literatura (powinno by¢ Pismiennictwo)

Rozprawa jest udokumentowana 162 pozycjami pismiennictwa w znacznej ilodci
pochodzacymi z lat 2010-2019.

W pierwszych stronach wstgpu (pig¢ stron) lek. Katarzyna Godlewska skoncentrowata
sie na opisie whasciwosci grzybow. Jest to najstabsza czgsc dysertacji, z bardzo duza
iloscia niescislosci, co oczywiscie nie jest wing Doktorantki, a fakt ten nalezy
wytlumaczy¢ brakiem zajec z podstaw mykologii medycznej lub/i surowca naturalnego
na wydziatach lekarskich kiedy wracamy do coraz powszechniejszego stosowania tych

SUrOWCOW.



Cze$¢ wstepu dotyczaca etiologii i leczenia raka jelita grubego jest napisana
syntetycznie, bardzo ciekawie i merytorycznie.

Nastepnie Doktorantka nakreslita cel swojej rozprawy doktorskiej, ktorym byta ocena
wplywu ckstraktéw z korzeniowca sosnowego (Heterobasidion annosum) oraz
pomaranczowca blyszczacego (Pycnoporellus fulgens) na ograniczenie —Wwzrostu
nowotworu jelita grubego. W tym krétkim akapicie Autorka pisze, ze celem pracy jest
okreslenie roli produktéw naturalnych, ale oczywiscie chodzi na tym etapie pracy o
surowce naturalne pochodzenia grzybowego.

Material grzybowy, ktéry Doktorantka wykorzystata do badan stanowity owocniki
korzeniowca sosnowego i pomaranczowca blyszczacego zebrane we wrzesniu 2013 roku
na terenie Nadlesnictwa Hajnoéwka w Puszczy Bialowieskiej. Niestety w tej czgsci pracy
brakuje informacji, kto i w jaki sposob dokonat identyfikacji taksonomicznej wybranych
do badan gatunkow grzybow.

W pierwszym etapie prac oznaczono skiad chemiczny ekstraktéw obu grzybow.
Ekstrakt z nich sklada sie glownie z weglowodanow (63.11%). Wsréd pozostatych
skladnikow nalezy wymieni¢ kwasy karboksylowe (11.22%) oraz estry (1,22%). W sktad
ekstraktu H. annosum wchodza kwasy karboksylowe, sterole oraz weglowodany. W
analizie tej jednak bardzo ogdlnie okre§lono grupy zwiagzkéw co nic nie wnosi do
wartodci rozprawy. A wniosek, ze — jednak najwigkszg czes¢ (88,2%) stanowig
substancje nieokreslone nie wynika nawet matematycznie z wyzej wymienianych
zawarto$ci procentowych i nie jest istotny poznawczo, a tym bardziej naukowo.

Moim zdaniem jednym z wazniejszych osiagnig¢ Doktorantki stanowi czgs¢
eksperymentalna dotyczaca analizy dzialania aktywnosci przeciwnowotworowej réznych
stezen ekstraktow z grzybow nadrzewnych w zakresie dzialania na komorki raka jelita
grubego. W do$wiadczeniu wykorzystano komorki raka jelita grubego linii DLD-I,
zakupione w American Type Culture Collection (Manassas, Virginia, USA) oraz
fibroblasty ze zdrowej skory ludzkiej linii CRL-1474 (Rockville, MD, USA).

Oceny przezywalnosci komorek w obecnosci ekstraktow grzybéw nadrzewnych
dokonano za pomoca standardowego testu MTT. Z kolei ocena syntezy DNA w
komoérkach w obecnosci badanych substancji zostala przeprowadzona metoda
radioizotopowa poprzez pomiar wbudowywania tymidyny znakowanej trytem do DNA
komorek. Do badan na zwierzetach uzyto 4-6 tygodniowe myszy szczepu CByJ Cg-
Foxnl<nu>/cmdb pochodzace z Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku.



Indukcje raka jelita grubego wykonano przez podskorne wszczepienie myszom 2x107
komorek linii DLD-1 w tym celu wykonano:

e analize stezenia biatka p53 w oparciu o komercyjny test typu Sandwich ELISA
zgodnie z instrukcja producenta (Cloud — Clone Corp., USA),

e analize stezenia kaspazy-8 w oparciu o komercyjny test typu Sandwich ELISA
zgodnie z instrukcja producenta (Cloud — Clone Corp., USA),

e analize poziomu ekspresji surwiwiny w oparciu o komercyjny test typu Sandwich

ELISA zgodnie z instrukcja producenta (Cloud — Clone Corp., USA).

Ocena wplywu ekstraktow z wybranych gatunkéw grzybow nadrzewnych: H
annosum
i P. fulgens na wzrost komorek raka jelita grubego wykazala w badaniach in vitro
nasilenie cytotoksycznosci oraz zahamowanie proliferacji komorek nowotworowych po
ckspozycji na ekstrakt grzyba H. annosum i P. fulgens odpowiednio w tescie
cytotoksycznosci oraz inkorporacji H3 tymidyny. Ze wzgledu na silne dzialanie
cytotoksyczne i znaczace zmniejszenie przezywalnosci prawidtowych, zdrowych
fibroblastow wykluczono z dalszych eksperymentow ekstrakt z P. fulgens.

W przypadku ekstraktow z owocnikow z H. annosum wykazano, ze stopief
cytotoksycznosci i hamowania proliferacji komorek nowotworowych byl zalezny od
zastosowanego stezenia.

Ocene réznic w rozktadzie warto§ci zmiennych ilosciowych pomigdzy wieloma
grupami przeprowadzono za pomocg testow: ANOVA Kruskala-Wallisa i testu mediany
oraz wielokrotnego poréwnania $rednich rang dla wszystkich préb. Rozklad wartosci
poszczegdlnych parametrow ilosciowych opisywano przy uzyciu mediany. Istotnosc
statystyczna réznic oznaczefi na hodowlach komorkowych sprawdzano przy pomocy
testu t-Studenta. Pewien dyskomfort w ocenie tych analiz budza bardzo duze odchylenia
standardowe w wykonanych analizach.

7a najwazniejsze osiggniecia uzyskane w badaniach do przedlozonej do recenzji
rozprawy doktorskiej nalezy uznac:

e zmniejszenie wzrostu komorek raka jelita grubego i nieznacznie zmniejszenie
przezywalnosci zdrowych fibroblastow sugeruje korzystng efektywnos¢ ekstraktu

z korzeniowca sosnowego.



e zmnigjszenie wielkosci guzéw jelita grubego u myszy zalezne od dawki ekstraktu
z korzeniowca sosnowego i interakcji z S-fluorouracylem wskazuje na korzystne
potencjalne wspoldziatanie z lekiem.

e korzystna ingerencj¢ w proces apoptozy w zakresie surwiwiny, biatka p53 oraz
kaspazy-8 sugeruje nowy mechanizm interakcji ekstraktu z korzeniowca sosnowego i
jego interakcji z 5-fluorouracylem.

W mojej subiektywnej ocenie stwierdzenie na tym etapie badan, ze ekstrakt z
korzeniowca sosnowego posiada duzy potencjal dzialania przeciwnowotworowego
wobec raka jelita grubego jest nie adekwatne do tego, co jest do zrobienia w kontekscie
tej aktywnosci. Wymaga ona bowiem jeszcze bardzo duzej ilosci eksperymentow i badan
w tym materialu standaryzowanego z hodowli mycelialnych lub standaryzowanych
upraw aby postulowac takie tezy.

Autorka opracowania nie uniknela niescisto$ei zwlaszcza we wstepie (poswieconym
surowcowi grzybowemu), ktéry jest zdecydowanie staba strona przedstawionej do
recenzji pracy, takich jak miedzy innymi:

—str. 11: ,,..Grzyby (Fungi) to krolestwo nalezace do Eucariota...” powinno by¢: Grzyby

(Fungi) to podkrélestwo nalezace do domeny Eucariota

— str. 11: ,...Podobnie jak rodliny i zwierzeta, grzyby sa wielkokomérkowymi

organizmami eukariotycznymi. Jednak w przeciwienstwie do innych grup, skladajg sie z

wiokien zwanych strzepkami...” — z jakich wlokien!? Strzepka to komodrka

—str. 11:,,...Wsp6lna cecha komorek grzyboéw jest obecnosé w ich $cianie chityny. Jest

to dlugi polimer wegglowodanowy...” — powinno by¢ polisacharyd i okreslenie dlugi jest

nie adekwatne

— str. 12: Kolejne informacje we wstepie dotycza Ascomycota (workowe) czyli nie

Basidiomycota (podstawkowe) co jest bez zwiazku z wybranymi do badan gatunkami

— Wybrane do badan gatunki np. kurki nazwa potoczna, a nazwa biologiczna to pieprznik

Jadalny, poza tym nazwy grzybéw w jezyku polskim piszemy z matej litery np. pieprznik

jadalny i to trzeba poprawi¢ w calym tekscie pracy w odniesieniu do wszystkich

gatunkow w tym korzeniowca i pomaranczowca

—str. 12: twardziaka — powinno by¢ twardnika japonskiego

- str. 13:,,..W onkologii najwigksze znaczenie maja ztozone weglowodany grzybowe.” —

zdanie bedace zbyt duzym skrétem Autorki rozprawy

— str.13: ....Wystgpuje gltownie na drzewach iglastych — szczegdlnie na so$nie

Zwyczajnej



i $wierku pospolitym, ale tez na jodle, modrzewiu, so$nie wejmutce i wielu innych,
rzadziej na lisciastych..”— warto uporzagdkowa¢ gatunki np. sosny

_ str.: 14, 15, 16 — rozdzialy opisujace gatunki grzybow powinny mie¢ taki sam uklad
podrozdziatéw, w celu ujednolicenia wiadomosci na ich temat

— od strony 16, skréty nazw gatunkowych organizméw wymienionych po raz pierwszy
nie powinny by¢ pisane skrotem (np. E. coli).

Podsumowujac — wstep wymaga poprawy merytorycznej i nawet edycyjnej (pierwsza
strona doktoratu) zwlaszcza w kontekscie przygotowywania manuskryptu do publikacji.
— Cel pracy: ,....Zwiazki pochodzace z roélin oraz grzybow sa dostgpne w formie lekow,
glownie jako antybiotyki lub w terapiach choréb cywilizacyjnych, np. w miazdzycy...” —
antybiotyki i miazdzyca trudno ten skrot myslowy zaakceptowac.

— w celu pracy z dwoch gatunkéw nagle ginie pomaraficzowiec blyszczacy, to moze nie
trzeba bylo go uwzglednia¢ w doktoracie

— str. 30: jako badaczowi, ktéry poswigcit 30 lat pracy zawodowej i jest autorem ponad
400 prac naukowych poswigconych wihasciwosciom leczniczym grzybéw, w tym
wlasciwosciom przeciwnowotworowym, trudno zgodzi¢ si¢ z faktem, ze ich wihasciwosci
sa znane w Polsce tylko z ,medycyny ludowej”. A co z osrodkami mocno
zakotwiczonymi w tej tematyce np. UMCS Lublin, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu efc... ta kwestia wymaga solidnej weryfikacji i wyjasnienia.

— Material i metody: strona 31: ....Swieze owocniki grzybow zostaty rozdrobnione do
wielkosci czastek mniejszej niz 2 mm...” — powinno by¢ rozdrobnione do wielkosei 2
mm fragmentow lub czeéci! Autorka powinna opisa¢ metodyke przygotowania probek, w
tym sposobu rozdrobnienia (mozdzierz, sita?) oraz ekstrakcji!?

— w calej pracy wszedzie gdzie uzywana jest jednostka: litr powinno by¢ wg Si: L, mL itd
— str. 38/39: brak metodyki do oznaczania skladu ekstraktu juz tylko z korzeniowca i co
oznacza 88.2% substancji ,nieokreslonych” oraz wnosi do pracy brak substancji?
Podobnie przypadku P. fulgens, 21.85% substancji ,,nieokreslonych™ i dodatkowo 2,42%
inne substancje chemiczne. Prosze o wyjasnienie, czym si¢ réznig nieokreslone i inne
oraz co to s substancje pokrewne weglowodanom?

— Piémiennictwo: mimo tego, ze ukazalo si¢ bardzo wiele prac eksperymentalnych
i przegladowych na temat dzialania zwiazkéw pochodzenia grzybowego w terapii
onkologicznej, zacytowany zostal jedynie popularno-naukowy rozdziat, i to bez podania

autoréow (Projektor Jagiellonski).



W mojej opinii praca nie powinna by¢ napisana w pierwszej osobie, tylko w trzeciej, bo
w pracy bral udzial na pewno przynajmniej Promotor, Promotor Pomocniczy (w tym
przypadku) i moze inni wspolpracownicy: ...W tescie inkorporacji H3-tymidyny
zaobserwowalam hamowanie proliferacji komorek raka jelita grubego linii DLD-1 wraz

I

ze wzrostem stezenia podanego ekstraktu z P. fulgens..” i dalej np. ,,odnotowatam;
zaobserwowatam” i w calej pracy w ten sposob zostal pominigty zespot badawczy.

Zaznaczone powyzej niescistosci w przedstawionej do recenzji rozprawie nie
wplywaja w stopniu na jej pozytywna oceng merytoryczng przedstawionej, natomiast
wymagajg uwzglednienia w trakcie dalszej prezentacji wynikow.

Dotychczasowy dorobek doktorantki to cztery prace o sumarycznej punktacji
MNiSW=12. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze Autorka rozprawy zrealizowata zaloZone cele
wykorzystujgc wlasciwe narzedzia metodologiczne, molekularne, oraz statystyczne.

Przedstawiona do recenzji praca jest interdyscyplinarna, poniewaz wymagata naktadu
wiedzy z zakresu mykologii, biochemii, biologii molekularnej i zaawansowanej metodyki
analitycznej oraz medycznej. Co istotne rozprawa dotyczy badan surowcdw naturalnych
—grzybow w kierunku poszukiwania skutecznych metod leczenia jednej z gldwnych
chorob cywilizacyjnych, a w tym jednego z najbardziej wyniszczajgcego nowotworu
jakim jest rak jelita grubego.

Wszystkie trudne elementy celu swojej rozprawy lek. Katarzyna Godlewska
zrealizowata, dlatego w mojej opinii przedstawiona do recenzji rozprawa zatytulowana:
,Ocena wplywu wybranych ekstraktéw grzybéow nadrzewnych na proliferacje
komérek raka jelita grubego” spelnia wszelkie ustawowe i zwyczajowe wymogi
stawiane rozprawom doktorskim. W zwiazku z tym wnosz¢ do o dopuszczenie Pani lek.

Katarzyny Godlewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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