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rozprawy doktorskiej mgr Patryka Nowakowskiego pt. ”Wplyw ekstraktéw z
wybranych grzybéw jadalnych na komérki glejaka wielopostaciowego”

wykonanej w Zaktadzie Bromatologii Wydziatu F armaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
pod kierunkiem dr hab. Renaty Markiewicz-Zukowskiej, w dziedzinie nauk medycznych i
nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Nowotwory, od wielu lat sg jedna z gléwnych przyczyn $miertelnosci w Polsce i na $wiecie. Ich
leczenie polega z reguly na chirurgicznym usunieciu guza, a nastepnie w zalezno$ci od jego rodzaju i
fazy rozwojowej, na stosowaniu chemio- radio- lub immunoterapii. Terapie te wiaza sie z
wystepowaniem licznych dziatan niepozadanych, ktére pogarszaja jako$¢ zycia pacjentow. W zwiazku
z tym ciagle poszukuje si¢ $rodkéw (preparatéw) wspomagajacych leczenie nowotwordw jak i
tagodzacych jego skutki uboczne. Grzyby jadalne i lecznicze ze wzgledu na zawarto$é réznych
sktadnikow, takze o prozdrowotnym dziataniu, sa stosowane od lat, w krajach gtéwnie azjatyckich, do
leczenia wielu choréb. Stad tez wynika zainteresowanie nimi naukowcéw jako potencjalnym zrodtem
zwigzkéw réwniez o dziataniu przeciwnowotworowym. Do tej pory ukazato sie wiele prac zardwno
przegladowych, jak i doswiadczalnych prowadzonych na réznych modelach, podsumowujacych
wyniki badan nad wplywem zwiazkéw zawartych w réznych gatunkach grzybéw na hamowanie
rozwoju réznych nowotworéw (gtéwnie piersi). Rosnie tez liczba pojawiajacych sie suplementow
diety zawierajacych ekstrakty z grzybéw ale pojawiaja sie tez pytania o bezpieczenstwo ich
stosowania, standaryzacje, skutecznosé, mechanizmy dzialania i regulacje prawne. W zwigzku z
powyzszym podjete przez mgr Patryka Nowakowskiego badania doskonale wpisuja sie w
ogdlnoswiatowy trend zainteresowan leczniczymi wlasciwosciami grzybow nalezacych do roznych
gatunkow.

Rozprawa doktorska mgr Patryka Nowakowskiego zostata przedstawiona do recenzji w formie

cyklu 4 publikacji (2 przegladowych i 2 oryginalnych) opatrzonych komentarzem o uktadzie typowym
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dla prac doktorskich, napisanym w spos6b jasny i logiczny, przez co stanowi bardzo dobre
wprowadzenie do analizy zataczonych kopii prac.

W rozdziale Wprowadzenie doktorant przedstawit w skrocie, w oparciu o piSmiennictwo,
zagadnienia, ktérymi zajat si¢ w swoich badaniach. Zwrécit uwage na warto$¢ odzyweza grzybow,
mozliwe ich zanieczyszczenie pierwiastkami toksycznymi, przedstawit ich potencjalne dziatanie
prozdrowotne wynikajace z zawartoéci w nich zwigzkow bioaktywnych, ze szczegdlnym zwrdceniem
uwagi na ich dziatanie przeciwnowotworowe. Podkreslit duza $miertelno$¢ z powodu wystgpowania
nowotworéw ukiadu nerwowego, w tym glejaka wielopostaciowego, ktorego leczenie jest niezwykle
trudne i mato efektywne. Ten aspekt oraz opisane w licznym piSmiennictwie dziatanie
przeciwnowotworowe réznych gatunkéw grzybow sklonito doktoranta do podjecia swoich badan. We
wprowadzeniu opisat tez krotko 4 gatunki grzybow, ktore wytypowal do analiz. Byly to: Czernidtak
kotpakowaty (Coprinus comatus), Pieprznik jadalny (Cantharellus cibarius), Purchawka chropowata
(Lycoperdon perlatum) oraz Mleczaj rydz (Lactarius deliciosus). W rozdziale Cel pracy z
uzasadnieniem podjetej tematyki badawczej doktorant podat zasadniczy cel pracy, ktéorym byto
zbadanie wplywu ekstraktéw z wybranych ww. grzybéw na komorki glejaka wielopostaciowego w
aspekeie ich aktywnosci przeciwnowotworowej a takze zbadanie ich potencjatu antyoksydacyjnego.
Zaplanowat ponadto oznaczenie w tych grzybach zawartosci pierwiastkow toksycznych takich jak:
Hg, Cd, Pb i As. Cel badaf postawiony sobie przez doktoranta uwazam za bardzo ambitny ale przede
wszystkim za nowatorski, poniewaz w pismiennictwie brak jest doniesien na temat dziatania
przeciwnowotworowego w stosunku do komérek glejaka wielopostaciowego wybranych ww.
gatunkéw grzybéw. Tym tez cel swoich badan doktorant uzasadnit oraz wyrazit nadzieje, ze
aktywnos¢ przeciwnowotworowa ekstraktow z badanych grzybow bedzie istotna i beda one mogty by¢
wykorzystane we wspomaganiu leczenia tego guza mozgu. W rozdziale Realizacja celow
naukowych, materialy i metody badawcze doktorant opisat jak badane grzyby zostaty pozyskane i
jak przygotowano z nich ekstrakty, podat metodyke oznaczania zawartosci pierwiastkow toksycznych,
zawartodci zwiazkoéw fenolowych, aktywnosci antyoksydacyjnej oraz jak oceniano cytotoksyczno$é
ekstraktow, ich wplyw na biosynteze DNA, aktywno$¢ metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9, cykl
komoérkowy komorek glejaka wielopostaciowego i astrogleju ludzkiego, a takze zastosowane metody
statystyczne. W rozdziale Podsumowanie wynikéw i dyskusja doktorant krotko podsumowat i
przedyskutowat wyniki swoich badan, ktére zostaty szezegbtowo omodwione w pracach oryginalnych
P3 i P4. Wnioski sformulowane przez doktoranta sa prawidtowe i dotycza glownie badan
przedstawionych w P.3 i P.4. Rozdzial Spis piSmiennictwa obejmuje 76 pozycji osobno
wydzielonych na potrzeby komentarza, oprocz 1 pozycji to prace anglojezyczne. Rozdzial Graficzne
streszczenie pracy jest interesujgcym pomystem, poniewaz na jednej stronie doktorant przedstawit
krok po kroku przebieg swoich badafi oraz wnioski, ktore wczesniej przedstawit w punktach. Prace
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Prace te zostaly opublikowane w prestizowych czasopismach o wysokim IF, ktdry tacznie wynosi
23,492 a ilos¢ punktéw MNiISW — 400. Publikacje P.1 i P.2 to prace przegladowe, P.3 i P.4 —
oryginalne. Wszystkie prace sa wieloautorskie ale doktorant Jest ich pierwszym autorem a dotaczone
oswiadczenia wskazujg na jego wiodacg role w ich powstaniu (70% Jjego udziat w P.1 i P.2 oraz 60%
w P.3 i P.4). Prace zostaly opublikowane w krétkim czasie 2 lat (3w 2020r. i 1 w 2021), co $wiadczy
0 pracowito$ci doktoranta i jego duzym zaangazowaniu w prac¢ naukowa, a udziat zespotu Zaktadu
Bromatologii w ich powstaniu, o jego umiejetnosci wspotpracy. Wszystkie ww. prace zostaly juz
ocenione przez recenzentéw powotanych przez redakcje czasopism, w ktérych zostaly opublikowane,
zatem uwazam, Ze ich wartos¢ merytoryczna zostala potwierdzona. Nie mniej jednak z obowiazku
recenzenta powotanego przez Senat UM w Biatymstoku, chciatabym si¢ takze odnie$é do ich tresci.

P.1 to praca przegladowa dotyczaca grzyba Coprinus comatus (CC), w ktérej doktorant na
podstawie 108 pozycji pismiennictwa, z ktérych 50% stanowily prace z ostatnich 10 lat, oméwit jego
skfad chemiczny, wartos¢ odzywcza, potencjalny pozytywny wplyw na zdrowie i jego mechanizmy w
oparciu o wyniki badan przeprowadzonych na zwierzetach i liniach komérkowych z uzyciem
ekstraktéw, niepozadane skutki jego spozycia i mozliwe zanieczyszczenie  pierwiastkami
toksycznymi. Jest to grzyb konsumowany w duzych ilosciach w Chinach ale niejadalny w Polsce i
dotychczas nie badany pod katem Jego dziatania przeciwnowotworowego w stosunku do glejaka.
Praca ta jest, jak podkre$la doktorant, pierwsza w tak szerokim zakresie opisujacg grzyba CC, ktéry
moze by¢ rozwazany do stosowania jako nutraceutyk, zywno$¢ funkcjonalna lub surowiec do
preparatow leczniczych. Uwazam, ze praca jest interesujgca, wartosciowa, poniewaz pozwala poznaé
naukowcom i nie tylko, jak to w tytule dobrze ujeto —,,dwie twarze” grzyba CC.

Praca P.2 to, jak pisze doktorant, pierwsza tak kompleksowa meta-analiza badan z ostatnich 40 lat
dostepnych w bazach danych PubMed i Scopus, dotyczacych dziatania przeciwnowotworowego
ekstraktow z roéznych grzybow. Na podstawie przegladu 210 pozycji pismiennictwa w pracy

przedstawiono efekty dziatania przeciwnowotworowego ekstraktow z - grzybow podsumowujac w

3




tabeli 1, w sposéb bardzo przystepny, jaki rodzaj raka byt badany (38 réznych), jaki gatunek grzybow
(92 rézne), jaki rozpuszczalnik byt zastosowany do przygotowania ekstraktow (12 réznych), jaki byt
model eksperymentalny - in vitro (linie komoérkowe), in vivo (myszy, szczury, case study,
randomizowane badania), in silico oraz jaki byt mechanizm dziatania przeciwnowotworowego
badanych ekstraktow. Bardzo ciekawym aspektem poruszonym w tej pracy bylo przedstawienie
(tabela 2) wynikéw bardzo nielicznych badan in vitro i in vivo (9 pozycji pi$miennictwa) dotyczacych
synergistycznego dziafania ekstraktow z grzybéw z lekami przeciwnowotworowymi, co bytoby
bardzo korzystne dla pacjentéw. W dyskusji wykorzystano dodatkowo 34 pozycje pismiennictwa. We
wnioskach podkreslono, ze publikacja ta moze by¢ kompendium wiedzy dla naukowcow, lekarzy i
firm oraz podstawa do dalszych badan nad grzybami jako nutraceutykami lub sktadnikami
suplementéw diety wspierajacych terapig nowotwordéw. Catkowicie popieram ten wniosek i uwazam,
7e réwniez ta praca jest bardzo wartoSciowa i na pewno bedzie szeroko cytowana. Praca zostata
opublikowana bardzo szybko co wskazuje, ze byta bardzo dobrze przygotowana przez autoréw na
czele z doktorantem, a przeglad tak bogatego pismiennictwa — na ogromne zaangazowanie zespotu.
P.3 to praca do$wiadczalna, w ktorej doktorant podjat si¢ oznaczenia zawartosci toksycznych
pierwiastkow: Hg, Pb, Cd, As w kapeluszach i trzonach 7 gatunkow dzikorosnacych grzybow
jadalnych, chociaz dwa z nich w Polsce sa niejadalne tj. Coprinus comatus i Lycoperdon perlatum.
Lacznie zbadano 48 prob grzybow stosujac nowoczesne metody analityczne (AAS, ETAAS, ICP-MS)
z odpowiednig ich walidacjg i kontrola doktadnogci. Oznaczone zawarto$ci badanych pierwiastkow
poddano analizie PCA oraz statystycznej ocenie obliczajac korelacj¢ migdzy ilosciami metali w
zaleznosci od czesci grzyba (kapelusz, trzon), jego gatunku oraz rodzaju probki (sucha masa, Swieza
masa).Ponadto doktorant przeprowadzit ocene bezpieczefistwa spozycia badanych grzybow stosujgc
do obliczeti odpowiednich wskaznikéw oznaczone w nich zawartosci ww. pierwiastkow. Obliczyt
takie wskaznik jak PTWI dla Hg, PTMI dla Cd, BMDL dla As i Pb oraz dla wszystkich pierwiastkow
EDI, THQ, CR i HI. Nie bardzo jest zrozumiale dlaczego w obliczeniach EDI czy THQ jako FIR
(Srednie dzienne spozycie grzybéw) przyjeto dane z Czech, tj. 10 kg grzyboéw/rok/osobe? Jest to
bardzo duza ilosé grzybow i nierealna raczej do spozycia przez przecietnego konsumenta. Zreszta
cytowany autor w tej samej pracy podaje, ze spozycie §wiezych grzybow w Czechach wynosi rocznie
7 kg/gospodarstwo domowe!, a w innych publikacjach (Food Chem., 2009, 2010), ze 5.6
kg/gospodarstwo domowe a nie na osobg. Wg Wojciechowskiej-Mazurek, ktora doktorant tez cytuje,
dane GEMS/Food podaja, ze $rednie spozycie grzybéw w krajach UE wynosi 1,5 kg/osobeg/rok.
Podobne ilo$ci notuje si¢ w USA (Feeney, Nutr. Today, 2014,49). W obliczeniach przyjeto takze jako
standardowa porcje spozywanych swiezych grzybow w Polsce 100 g — ale w jakim czasie? Znowu
doktorant powotuje si¢ na publikacje Wojciechowskiej-Mazurek, ale w niej wyraznie pisze, ze
,zgodnie z danymi EFSA maksymalne spozycie grzybow przez dtuzszy okres czasu moze dojs¢ do
100 g tygodniowo (14,3 g dzienne); wyzsze spozycie moze mie¢ miejsce jedynie sporadycznie”, a

spozycie np. 100 g grzybéw dziennie moze zdarzy¢ sie w grupie populacji o okresowo wysokim
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spozyciu. Prosz¢ doktoranta o wyjasnienie tej kwestii. Wyniki uzyskane w tej pracy doktorant
przedstawit bardzo szczegotowo ale w sposob czytelny w 6 tabelach i 2 rycinach oraz przeprowadzit
dyskusje z wynikami innych autoréw. J ednym z wnioskow sformutowanych w tej pracy na podstawie
uzyskanych wynikéw, jest to, ze badane grzyby kumulowaly pierwiastki toksyczne w réznych
ilodciach w zaleznosci od gatunku ale wskaznik ryzyka zdrowotnego byl niski. Zatem ich spozywanie
Jest bezpieczne, zwlaszcza, ze grzyby sa konsumowane w Polsce generalnie nieregularnie, w niezbyt
duzych ilosciach, a ponadto przetwarzanie (gotowanie, marynowanie, suszenie) zmniejsza znaczgco
zawarto$¢ w nich toksycznych pierwiastkow. Nalezy podkresli¢, ze omawiana publikacja ze wzgledu
na bardzo szeroki zakres zatozonego celu, ktory zostal w pelni zrealizowany, wymagata ogromnego
naktadu pracy i zaangazowania doktoranta (i zespotu), zaréwno w przeprowadzenie oznaczen jakiw
opracowanie wynikow oraz przygotowanie publikacji, w ktorej wykorzystano 84 pozycje
pismiennictwa, w zdecydowanej wickszosci z ostatnich 10 Iat,

P.4 to praca oryginalna i uwazam, ze najwazniejsza z cyklu, poniewaz doktorant przedstawit w
niej wyniki swoich badan, ktére mialy na celu ocene aktywnosci przeciwnowotworowej ekstraktow z
4 wybranych gatunkéw grzybéw wzgledem komorek glejaka wielopostaciowego. Praca byta bardzo
dobrze przemy$lana, zalozenia i cel pracy dobrze sformulowane a zaplanowany zakres badan
wykonany w petni. We wstepie pracy doktorant podkreslit trudnosci w leczeniu i nieuleczalno$é tego
nowotworu oraz wskazat na szeroki zakres aktywnosci biologicznej, w tym na potencjat
przeciwnowotworowy badanych grzybéw, ale w stosunku do innych rakéw. Do badah wybrano
wiasnie te gatunki, ktére dotychczas nie byly opisywane w pismiennictwie naukowym w aspekcie ich
dziatania hamujgcego rozwéj glejaka a wiec Jest to praca nowatorska. Badane gatunki grzybow to:
Coprinus comatus, Cantharellus cibarius, Lycoperdon perlatum i Lactarius deliciosus, z ktérych 2
(kurka i rydz) to grzyby jadalne i czesto zbierane w Polsce. Ekstrakty z nich wykonano z uzyciem
wody oraz 70% i 95% etanolu, a ich aktywno$é przeciwnowotworowa badano na komérkach glejaka
linii U87MG i LN-18 oraz na komorkach astrogleju ludzkiego SVGp12 oceniajac cytotoksycznosé
ekstraktow, ich wplyw na synteze DNA, aktywnos¢ metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 oraz przebieg
cyklu komérkowego, stosujac odpowiednie metody. Ponadto w ekstraktach oznaczono catkowitg
zawartos¢ zwigzkow fenolowych oraz zbadano ich aktywnos$¢ antyoksydacyjna wykorzystujac
powszechnie stosowane metody - z odczynnikiem Folin-Ciocalteu oraz DPPH. Cata procedura badan
zostata dobrze opisana w rozdziale Materialy i metody. Zabraklo natomiast wyjasnieri skrotow,
ktérych uzyto potem w legendzie do rycin 1-4 i 7, a mianowicie co oznaczajg litery C, K, R czy P bo
co oznacza W, E70 czy E75 to wiadomo. Wyniki opracowano statystycznie, przedstawiono w 1 tabeli
i bardzo szczegétowo na 10 rycinach oraz przedyskutowano wykorzystujac odpowiednie
piSmiennictwo. Tu tez malutka uwaga — w dyskusji na stronie 9 pracy pomieszaly sie troszke numery
cytowanych 3 prac, tj. przy Zaidman et al. jest [27] a powinno by¢ [21], przy Lemieszek et al. jest [68]
a powinno - [55], przy Hou et al. jest [64] a powinno — [56]. Dyskusji jest bardzo ciekawa i

wyczerpujgca, poniewaz doktorant, wykorzystujac wyniki rowniez innych autoréw, przedyskutowat

5




mozliwe mechanizmy przeciwnowotworowego dziatania badanych ekstraktow biorac pod uwage
sktadniki biologicznie aktywne wystepujace w grzybach. Na podstawie uzyskanych w pracy wynikow
doktorant sformutowat wnioski, z ktorych jeden stwierdza, ze najwyzsza zdolnoscia antyoksydacyjna
odznaczaly sie ekstrakty z Coprinus comatus i Lycoperdon perlatum, i ze moze to by¢ zwiazane z
duzo wicksza zawartoscig zwigzkow fenolowych w tych 2 grzybach niz w pozostatych. W innym
stwierdza, ze etanolowe ekstrakty wykazaly silniejsze dziatanie cytotoksyczne niz wodne. Ale
najwazniejszym wnioskiem wynikajacych z badan doktoranta jest ten, w ktorym stwierdza on, Ze
badane ekstrakty z wszystkich grzybow wykazaty dzialanie przeciwnowotworowe wzgledem komoérek
glejaka (najsilniejsze z Lactarius deliciosus i Coprinus comatus), i ze wykazano to po raz pierwszy.
Sugeruje tez, ze uzyskane wyniki moga byc¢ to przestanka do dalszych badan ale juz in vivo na modelu

Zwierzecym.

Nalezy ponadto zauwazy¢, ze oprocz cyklu sktadajacego sie na prace doktorska doktorant posiada
w swoim dorobku jeszcze 20 innych prac co daje taczny IF = 92,034 i 2089 pkt MNiSW (w tym 3
prac opublikowanych w 2020, 7 w 2021 i 1 w 2022) oraz 45 doniesien na konferencjach krajowych i
zagranicznych. Jest to imponujacy dorobek jak na tak miodego naukowca i §wiadczy o jego duzym
potencjale. Nalezy takze podkresli¢, ze od poczatku pracuje w bardzo dobrze zorganizowanym zespole
naukowym Zaktadu Bromatologii UM w Biatymstoku, ktérego stworzenie to ogromna zashuga Pani
Prof. Marii Borawskiej, bytego kierownika tego Zaktadu. Te dobre tradycje sa nadal kontynuowane

przez obecnego kierownika dr hab. Katarzyng Sochg i pozostatych pracownikow.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Patryka Nowakowskiego jest bardzo
dobrze zaplanowana i zrealizowang praca naukowa z zakresu nauk farmaceutycznych, w tym
bromatologii. Uwazam, ze wyniki jego badan sg bardzo warto$ciowe, poszerzaja dotychczasows
wiedze o potencjale prozdrowotnym grzyboéw. Majg nie tylko znaczenie poznawcze ale takze
praktyczne. Praca spetnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim, zawarte
w ustawie O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65, poz. 595 z dnia 14.03.2003r.z pozniejszymi zmianami).

W $wietle powyzszego sktadam wniosek do Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku o przyjecie pracy i dopuszczenie mgr Patryka Nowakowskiego do dalszych etapoéw

przewodu doktorskiego.
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