e Wad UNIWERSYTET JAGIELLONSKI

%
\
$

K," COLLEGIUM MEDICUM

WYDZIAL FARMACEUTYCZNY

KATEDRA I ZAKLAD BOTANIKI FARMACEUTYCZNEJ

Zalacznik 3

AUTOREFERAT

PRZEDSTAWIAJACY OPIS OSIAGNIEC NAUKOWYCH W JEZYKU POLSKIM

KATARZYNA SULKOWSKA-ZIAJA

Krakow 2019



K. Sutkowska - Ziaja

Autoferetat

Spis tresci
1. Informacje osobowe
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
4. Wskazanie osiaggni¢cia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(dz. U. 2016 r. Poz. 882 ze zm. W dz. U. Z 2016 r. Poz. 1311.)
4.1. Tytul osiagnigcia naukowego
4.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego
4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikow wraz z
omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania
4.3.1. Wprowadzenie w tematyke badawcza
4.3.2. Omowienie wynikow badan stanowigcych podstawe
wskazanego osiagniecia naukowego
4.3.3. Podsumowanie przedstawionego do oceny osiagnigcia
naukowego
4.3.4. PiSmiennictwo
5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych
5.1. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia haukowego

doktora nauk farmaceutycznych

17

32
34
39

5.2. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk

farmaceutycznych

6. Bibliometryczne podsumowanie osiggnig¢ naukowych

43
49



K. Sutkowska - Ziaja Autoferetat

1. Informacje osobowe

Imie i nazwisko: KATARZYNA SULKOWSKA-ZIAJA

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

9.07.2010 doktor nauk farmaceutycznych, specjalnos¢: botanika farmaceutyczna

rozprawa doktorska: ,,4naliza chemiczna owocnikéw i grzybni z kultur in vitro
Sarcodon imbricatus (L.) P. Karst. oraz aktywnosé¢ biologiczna frakcji
polisacharydowych”

Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny,

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

Promotor — Prof. dr hab. Halina Ekiert

24.06.1994 magister biologii, specjalnosé¢: biologia ogélna

praca magisterska: ,,Model rozrodczy kobiet we wsi Chyszéwki”

Zaktad Antropologii, Instytut Zoologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
Uniwersytet Jagiellonski

Promotor: Prof. dr hab. Krzysztof Kaczanowski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Miejsce zatrudnienia

Katedra i Zaklad Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny,

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, ul. Medyczna 9, 30—688 Krakow

Przebieg zatrudnienia

1.10.2011- obecnie etat naukowo—dydaktyczny: adiunkt
1.10.2010-31.09.2011 etat naukowo—dydaktyczny: asystent z tytulem doktora
1.10.2008-31.09.2010 etat dydaktyczny: wykladowca

1.10.1997-31.09.2008 etat naukowo—dydaktyczny: asystent
1.03.1995-31.09.1997 etat naukowo—techniczny: specjalista biolog
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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)

4.1. Tytul osiagniecia naukowego

BADANIA MYKOCHEMICZNE I POTENCJAL BIOLOGICZNY
EKSTRAKTOW Z OWOCNIKOW I KULTUR MYCELIALNYCH
NADREWNOWYCH GRZYBOW LECZNICZYCH

e Podstawe osiagniecia naukowego stanowi powigzany tematycznie cykl szesciu publikacji
oryginalnych 1(H)-6(H) oraz dwie publikacje pogladowe 7(H), 8(H) powstate w latach 2012—
2018.

e W 5 pracach jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym.

e  MJj sredni udzial procentowy w zgtoszonym cyklu wynosi 63,125%.

e Sumaryczny wspotczynnik oddzialywania Impact Factor publikacji stanowiacych podstawe
osiggniecia naukowego wynosi IF = 8,994 i odpowiada punktacji Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego MNiSW = 155.

o  Wspolczynnik oddziatywania Impact Factor oraz punktacje Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego publikacji naukowych podano zgodnie z rokiem opublikowania prac.

e Zadna z prac nie stanowita przedmiotu innego postepowania habilitacyjnego.

e Wyniki badan uzyskalam przy finansowym wsparciu funduszy programoéw Ministerstwa
Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego: Dotacja na utrzymanie potencjatu badawczego Wydziatow
UJ CM, (dziatalnos¢ statutowa): K/ZDS/003314 (2012-2014); K/ZDS/005615 (2015-2017);
K/ZDS/007859 (2018-2019).
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4.2. Wykaz publikacji wehodzacych w sklad osiagni¢cia naukowego

Prace oryginalne

1(H) Sultkowska-Ziaja K, Muszynska B, Motyl P, Pasko P, Ekiert H. 2012.
Phenolic compounds and antioxidant activity in some species of polyporoid mushrooms from
Poland.
International Journal of Medicinal Mushrooms, 14(4): 385-393. (Begell House)

IF =0,838; MNiSW = 15 pkt

2(H) Sulkowska-Ziaja K, Muszynska B, Szewczyk A. 2015.
Antioxidant components of selected indigenous edible mushrooms of the obsolete order
Aphyllophorales.
Revista Iberoamericana de Micologia, 32(2): 99-102. (Elsevier)

IF = 1,444; MNiSW = 20 pkt

3(H) Kryczyk A, Piotrowska J, Sito M, Sulkewska-Ziaja K, Dobosz K, Opoka W, Muszynska B.
2017.
Remediation capacity of Cd and Pb ions by mycelia of Imleria badia, Laetiporus sulphureus,
and Agaricus bisporus in vitro cultures.
Journal of Environmental Science and Health, Part B Pesticides, Food Contaminants,
and Agricultural Wastes, 52(9): 617-622. (Taylor&Francis)

IF =1,273; MNiSW = 20 pkt

4(H) Sulkowska-Ziaja K, Maslanka A, Szewczyk A, Muszynska B. 2017.
Physiologically active compounds in four species of Phellinus.
Natural Product Communications, 12(3): 363-366. (Natural Product Inc.)
IF =0,809; MNiSW = 20 pkt

5(H) Kata K, Krakowska A, Sulkowska-Ziaja K, Szewczyk A, Reczynski W, Opoka W,
Muszynska B. 2017.
Kinetics of extracted bioactive components from mushrooms in artificial digestive juices.
International Journal of Food Properties, 20(8): 1796-1817. (Taylor&Francis)

IF =1,845; MNiSW = 25 pkt

6(H) Sulkowska-Ziaja K, Szewczyk A, Galanty A, Gdula-Argasinska J, Muszynska B. 2018.
Chemical composition and biological activity of extracts from fruiting bodies and mycelial
cultures of Fomitopsis betulina.

Molecular Biology Reports, 45(6): 2535-2544. (Springer)

IF =1,889; MNiSW = 15 pkt


http://www.elsevier.es/en-revista-revista-iberoamericana-micologia-290-articulo-antioxidant-components-of-selected-indigenous-90419090
http://www.elsevier.es/en-revista-revista-iberoamericana-micologia-290-articulo-antioxidant-components-of-selected-indigenous-90419090
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Prace pogladowe

7(H) Piska K, Sutkowska-Ziaja K, Muszynska B. 2017.
Edible mushroom Pleurotus ostreatus (Oyster mushroom) — its dietary significance and
biological activity.
Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus, 16(1): 151-161. (Wydawnictwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie)
IF =0,448; MNiSW = 20 pkt

8(H) Sulkowska-Ziaja K, Muszynska B, Gawalska A, Sataciak K. 2018.
Laetiporus sulphureus — chemical composition and medicinal value.
Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus, 17(1): 89-98. (Wydawnictwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie)

IF =0,448; MNiSW = 20 pkt

Wyniki badan wchodzace w sktad ww. cyklu zaprezentowatam réwniez na konferencjach naukowych
migdzynarodowych i krajowych, w formie wystapien ustnych oraz prezentacji posterowych:

Konferencje miedzynarodowe

Firlej A, Hataszuk P, Sulkowska-Ziaja K, Muszynska B. Analysis of the secondary metabolites in
the in vitro cultures of Piptoporus betulinus (Bull.) P. Karst. International Medical Students
Conference, Krakow, 10-12.04.2014.

Sulkowska-Ziaja K, Firlej A, Muszynska B, Gdula-Argasinska J, Apola A. Accumulation
of antioxidant and anticancer activity compounds in the mycelial cultures of Piptoporus betulinus
(Bull.) P. Karst. 19" International Medical Esperanto Congress 1% Central European
Biomedical Congress: Chronic Diseases as Challenge for Contemporary Societies in the 21%
Century, Budapeszt, Wegry, 16-20.07.2014.

Gawalska A, Sataciak K, Sulkowska-Ziaja K, Muszyniska B. Analysis of bioactive compounds
in biomass from in vitro cultures of Laetiporus sulphureus. International Medical Students
Conference, Krakow, 16-18.04.2015.

Sulkowska-Ziaja K, Muszynska B, Szewczyk A, Galanty A. Analysis of betulin and betulinic
acid and cytotoxic activity of extracts from mycelial cultures of Piptoporus betulinus. 8" Polish —
German Symposium on Pharmaceutical Sciences: Retrospects, Insights and Prospects,
Kilonia, Niemcy, 29-30.05.2015.

Sulkowska-Ziaja K, Gdula-Argasinska J, Zuchowski G, Muszynska B. Analysis of betulin and
anti—inflammatory activity of extracts from mycelial cultures of Piptoporus betulinus. 9" Polish —
German Symposium on Pharmaceutical Science: Towards novel concepts in pharmaceutical
science, Krakow, 26-27.05.2017.
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Konferencje krajowe

Sulkowska-Ziaja K, Muszynska B. Analiza aktywnych biologicznie metabolitbw wtornych
w ekstraktach z owocnikéw krajowych gatunkéw grzybow poliporoidalnych. Warsztaty
Polskiego Towarzystwa Mykologicznego, L.0dz-Spata, 24-28.09.2014. (wystapienie ustne)

Sulkowska-Ziaja K, Szewczyk A, Gdula-Argasinska J, Muszynska B. Mycelial cultures
of Piptoporus betulinus (Fomitopsidaceae, Basidiomycota) as a potential source of metabolites
with multidirectional therapeutic effects. X Ogoélnopolska Konferencja: Zastosowanie kultur
in vitro w fizjologii roslin, Krakéw, 7-9.12.2016.

Sulkowska-Ziaja K, Nowotny K, Apola A, Grabowska K, Muszynska B. Kultury in vitro
wybranych gatunkéw grzyboéw nadrewnowych — analiza chemiczna i aktywno$¢ biologiczna
zwigzkow o znaczeniu w kosmetologii. XXIII Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego: Farmacja w Polsce perspektywy nauki i zawodu, Krakow, 19-22.09.2017.
(wystapienie ustne)

Sulkowska-Ziaja K. Kultury mycelialne grzybow nadrewnowych jako potencjalne Zrodto
zwigzkéw o znaczeniu leczniczym i kosmetologicznym. Konferencja z cyklu: Wspieranie
zdrowia. Grzyby przyszloscia medycyny? Biatystok/Hajnowka, 15-16.02.2018. (wystgpienie
ustne)

Ponadto z tematyka osiagnigcia naukowego zwigzane sa prace opublikowane w czasopismach z listy B
MNiSW:

Sultkowska-Ziaja K, Motyl P, Muszynska B, Firlej A. 2015, Piptoporus betulinus (Bull.) P. Karst.
bogate zrodto zwigzkow aktywnych biologicznie. Postepy Fitoterapii, 16(2): 89-95.
MNISW =7 pkt

Zigba P, Kata K, Smolen Z, Lazur J, Sulkowska-Ziaja K, Se¢kara A, Muszynska B. 2018,
Dziatanie biologiczne grzybow nadrewnowych: Laetiporus sulphureus, Fomitopsis betulina i
Trametes versicolor. Medicina Internacia Revuo, 28(111): 62-77.

MNiSW = 8 pkt
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4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Celem badan skladajacych si¢ na przedstawione osiggniecie naukowe byto poznanie potencjatu
biosyntetycznego owocnikow wybranych gatunkow nadrewnowych grzybow leczniczych oraz
okreslenie zdolnosci endogennej akumulacji wybranych zwiazkéw bioaktywnych o potencjale
terapeutycznym w biomasie z kultur mycelialnych. Ponadto, zbadano wptyw ekstraktow z owocnikow

1 z uzyskanego mycelium na wybrane kierunki aktywnosci biologiczne;j.

Uzyskane wyniki iloSciowe zawartosci metabolitow obecnych w owocnikach sktonity do
zaprojektowania badan stopnia uwalniania tych zwigzkow do sztucznych sokéw trawiennych.
W przypadku owocnikéw jadalnych gatunkéw badania uwalniania i biodostgpnosci zwigzkoéw

bioaktywnych sa szczegolnie istotne ze wzgledu na ich potencjat prozdrowotny.

W ramach prowadzonych eksperymentow zdecydowano rowniez zbada¢ zdolno$ci remediacji
zanieczyszczen przez biomase z kultur mycelialnych wybranych gatunkéw. Zwigkszone skazenie
srodowiska (w tym gleby), prowadzi do wzrostu poziomu toksycznych zwiazkéw w tancuchach
pokarmowych, stanowiac bezposrednie zagrozenie dla zdrowia ludzkiego. W przypadku szczegdlnie
toksycznych, trwatych i trudno biodegradowalnych zanieczyszczen wykazano duza skuteczno$é

mykoremediacji.

Gatunki objete badaniami wraz z ich pozycja systematyczng wymieniono szczegétowo

w pkt. 4.3.1.

Realizujac glowny cel badan skoncentrowalam si¢ na nastepujacych zagadnieniach

szczegolowych:

. Inicjacja kultur mycelialnych (izolacja i inokulacja eksplantatu) 3(H), 6(H)

Il.  Oznaczenia jakoSciowe i ilo§ciowe wybranych metabolitow pierwotnych i1 wtornych
w ekstraktach z owocnikéw 1 z biomasy z kultur mycelialnych nadrewnowych grzybow
leczniczych:

— analiza zawarto$ci kwasow fenolowych 1(H), 2(H), 4(H)-6(H)
— analiza zawarto$ci niehalucynogennych zwiazkéw pochodnych indolu 2(H),
4(H)-6(H)
— analiza zawarto$ci steroli 2(H), 6(H)
— analiza zawarto$ci triterpenoidow 6(H)
— analiza zawarto$ci kwasow thuszczowych 6(H)
I11.  lIzolacja i ustalenie tozsamosci wybranych metabolitow wtornych z owocnikéw i biomasy

otrzymanej z kultur mycelialnych 1(H), 6(H)
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IV.  Ocena aktywnosci biologicznej ekstraktow z owocnikow i z biomasy z kultur mycelialnych
nadrewnowych grzybow leczniczych:
— ocena aktywno$ci antyoksydacyjnej 1(H)
— ocena aktywnosci cytotoksycznej wobec wybranych linii ludzkich komorek
nowotworowych 6(H)

— ocena aktywnosci przeciwzapalnej 6(H)

V. Ocena zdolnosci uwalniania do sztucznych sokéw trawiennych zwigzkow aktywnych
biologicznie (kwasy fenolowe, zwiazki indolowe) oraz biopierwiastkow z ekstraktow
z owocnikéw wybranych nadrewnowych gatunkéw jadalnych 5(H)
VI.  Ocena zdolnosci remediacji metali ciezkich przez biomas¢ z kultur mycelialnych
nadrewnowych gatunkow jadalnych 3(H)
VII.  Poszerzenie oraz wzbogacenie wiedzy na temat wihasciwosci leczniczych, prozdrowotnych
i kosmetycznych oraz badan z zakresu biotechnologii oraz upraw wybranych gatunkéw

nadrewnowych grzybow leczniczych 7(H), 8(H)

4.3.1. Wprowadzenie w tematyke badawcza

Grzyby nadrewnowe, jako surowiec leczniczy

Sposrod opisanych w piSmiennictwie naukowym ponad 130 tysigcy gatunkow grzybow liczne
taksony wytwarzajace owocniki posiadaja zdolno$¢ biosyntezy zwiazkéw o wielokierunkowym
dziataniu terapeutycznym [1, 2]. Gatunki te okreSlane sa, jako grzyby lecznicze (ang. medicinal
mushrooms). Problematyce obecnosci i terapeutycznego dziatania zwigzkéw biologicznie czynnych
produkowanych przez grzyby wielkoowocnikowe*, poswiecone jest renomowane czasopismo
o zasiggu mi¢dzynarodowym — International Journal of Medicinal Mushrooms wydawane od roku

1991 przez wydawnictwo Begell House.

Wisréd grzybow leczniczych, liczne przyktady to gatunki nadrewnowe, rosngce i rozwijajace si¢
na zywym badz martwym drewnie ostabionych lub obumierajacych osobnikéw drzew i krzewow.
W ich obecnosci dochodzi do rozktadu zwigzkéw budujacych drewno (tzw. zgnilizny),

a w konsekwencji do jego rozpadu [3].

*Wedlug umownie przyjetego podziatu, krolestwo GRZYBY mozna podzieli¢c na organizmy mikroskopijne tzw.
Micromycetes i Macromycetes — grzyby wielkoowocnikowe, ktorych owocniki maja od 2 mm. W niniejszym opracowaniu

przyjeto termin grzyby wielkoowocnikowe w kontekscie gatunkéw nadrewnowych.
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Grzyby nadrewnowe stanowia zlozona grupe, zarowno pod wzgledem morfologicznym, jak
rowniez ekologicznym i taksonomicznym. Wigkszos¢ wielkoowocnikowych grzybow nadrewnowych
to przedstawiciele grzybow podstawkowych (Basidiomycota). Wiele gatunkow wytwarza twarde,
zdrewniate owocniki, okreslane jako hubowate, natomiast cz¢$¢ z nich wyksztatca cienkie, skorzaste
lub delikatne owocniki rozpostarte albo rozpostarto—odgicte, lub migsiste, nietrwate owocniki
kapeluszowate  (agarykoidalne, pleurotoidalne). Rosng pojedynczo lub w skupieniach.
Sa zroznicowane pod wzgledem wielkosci, trwatosci, ksztattu, struktury powierzchni, konsystencji
i budowy hymenoforu [4].

Grzyby te charakteryzuje mniejsza lub wieksza specjalizacja, zwigzane sa z okreslonym
substratem (drewno drzew li§ciastych lub iglastych, rzadziej drewno konkretnego gatunku drzewa),

jeszcze rzadziej nie maja one okreslonych wymagan siedliskowych.

Przynalezno$¢ systematyczna gatunkow badanych w ramach prezentowanego osiaggnigcia

naukowego przedstawia si¢ nastepujaco (wg “Index Fungorum”) [5]:

Kroélestwo Fungi — grzyby

Typ Basidiomycota — podstawczaki
Podtyp Agaricomycotina

Klasa Agaricomycetes — pieczarniaki

Podklasa Agaricomycetidae — podstawczaki pieczarkopodobne
Rzad Agaricales — pieczarkowce
Rodzina Pleurotaceae — boczniakowate
Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm. — boczniak ostrygowaty; ang. tree
oyster mushroom
Podklasa Incertae sedis
Rzad Polyporales — zagwiowce
Rodzina Fomitopsidaceae — pniarkowate
Fomitopsis pinicola (Sw.) P. Karst. — pniarek obrzezony; ang. red belt conk.
Fomitopsis betulina (Bull.) B.K. Cui, M.L. Han & Y.C. Dai — biatoporek
brzozowy; ang. birch polypore [wczesniej Piptoporus betulinus (Bull.) P.
Karst.]
Rodzina Polyporaceae — zagwiowate
Daedaleopsis confragosa (Bolton) J. Schrét. — gmatwica chropowata; ang.
thin walled maze polypore
Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill — zoétciak siarkowy; ang. chicken-of-
the-woods
Rodzina Sparassidaceae — siedzuniowate

Sparassis crispa (Wulfen) Fr. — siedzun sosnowy; ang. cauliflower fungus

10
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Rzad Gloeophyllales — niszczycowce
Rodzina Gloeophyllaceae — niszczycowate
Gloeophyllum sepiarium (Wulfen) P. Karst. — niszczyca ptotowa; ang. rusty
gilled polypore
Rzad Hymenochaetales — szczeciniakowce
Rodzina Hymenochaetaceae — szczeciniakowate
Phellinus igniarius (L.) Quél. — czyren ogniowy; ang. willow bracket
Phellinus pini (Brot.) Pilat — czyren sosnowy; ang. white speck
Phellinus pomaceus (Pers.) Maire — czyren §liwowy; ang. cushion bracket
Phellinus robustus (P. Karst.) Bourdot & Galzin — czyren d¢bowy; ang.
robust bracket
Rzad Auriculariales — uszakowce
Rodzina Auriculariaceae — uszakowate

Auricularia polytricha (Mont.) Sacc. — uszak gestowlosy; ang. cloud ear fungus

Grzyby wielkoowocnikowe — w tym gatunki nadrewnowe — od tysiecy lat towarzysza
cztowiekowi, jako cenny surowiec leczniczy. Ich dziatanie znane z tradycyjnego zastosowania zostato
potwierdzone licznymi badaniami naukowymi. Ponadto wspotczesnie przeprowadzane eksperymenty
dokumentuja nowe kierunki ich aktywnosci.

Prowadzone w ostatnich dekadach badania sktadu chemicznego grzybéw wykazaty, ze sa one
warto§ciowym  zrodtem  zwiazkow  biologicznie  aktywnych. Zidentyfikowane zwiazki

o wlasciwosciach leczniczych, naleza do grup o bardzo zréznicowanej strukturze chemicznej.

Gléwne grupy biogenetyczne zwiazkow chemicznych wystepujace w  grzybach

wielkoowocnikowych mozna sklasyfikowac¢ nastepujaco [6]:

1. zwiazki wywodzace si¢ z metabolizmu podstawowego cukrow (monosacharydy, disacharydy,
polisacharydy, alkohole cukrowe),

2. zwigzki powstate w wyniku przemian aktywnego octanu (poliketydy, izoprenoidy, sterole),

3. zwiazki powstale z przemian kwasow ttuszczowych (poliacetyleny),

4. zwiazki wywodzace si¢ biogenetycznie z kwasu szikimowego (kwasy fenolowe),

5. zwiazki powstate w wyniki przemian aminokwaséw (aminy, peptydy, zwigzki indolowe),

6. zwiazki powstate z przemian aminokwasoéw aromatycznych (alkaloidy sporyszu).
Powyzszy podziat zblizony jest do szlakéw biogenezy zwigzkow wystepujacych w Swiecie roslin.

W pismiennictwie naukowym przyjeto réwniez podzial metabolitdéw grzybowych na zwigzki

azotowe i bezazotowe [7]. Przyktadem metabolitow azotowych wystepujacych w grzybach sg
aminokwasy, peptydy, biatka, lektyny, aminy, alkaloidy, pochodne indolu, zwigzki purynowe,

pochodne izoksazolu, czy pochodne fenoksazyny.
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Do zwiazkéw bezazotowych wystepujacych w owocnikach zaliczamy weglowodany, lipidy,

poliacetyleny, poliketydy, izoprenoidy, sterole, kwasy organiczne, a takze zwigzki fenolowe [8].

Grzyby wielkoowocnikowe jako surowiec leczniczy uznane sg przede wszystkim w krajach
Dalekiego Wschodu, gdzie od wiekow stosowane sg m.in. w Tradycyjnej Medycynie Chinskiej
(TCM). Posiadaja one potwierdzong w  badaniach  eksperymentalnych  aktywno$é
przeciwnowotworowa, immunomodulujaca, przeciwbakteryjna, przeciwgrzybicza, przeciwwirusowa
oraz przeciwzapalng [2, 9]. Ponadto wykazuja dziatanie antycholinergiczne, hipotensyjne,

hepatoprotekcyjne, antyoksydacyijne [10].

Pomimo tak znaczacego potencjalu biosyntetycznego istniejg tylko cztery zarejestrowane leki
o dziataniu immunostumulujacym, bazujace na B—glukanach izolowanych z owocnikow czy mycelium
[11-14]:

Lentinan — frakcja polisacharydowa wyizolowana z Lentinula edodes
Schizofylan — frakcja polisacharydowa wyizolowana z Schizophyllum commune
Grifolan — frakcja polisacharydowa wyizolowana z Grifola frondosa

Krestin (PSK) — polisacharyd wyizolowany z Trametes versicolor

Mechanizm przeciwnowotworowego dziatania polisacharydow polega na stymulacji
okreslonych czeséci sktadowych uktadu odpornosciowego, gtdéwnie limfocytow T i B, makrofagdéw i
komoérek NK, do wydzielania interleukin. Poniewaz polisacharydy nie wykazuja aktywnosci
cytotoksycznej lub cytostatycznej w testach in vitro w stosunku do komoérek nowotworowych, przyjeto
hipoteze, ze zwigzki te moga dziata¢ posrednio, aktywujac uktad immunologiczny, nie niszczac
bezposrednio komorki zmienionej nowotworowo. Dziatajac immunostymulujaco, powoduja
zwigkszenie naturalnej, nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej [2, 15].

Coraz powszechniej natomiast, stosowane sg suplementy diety o dziataniu poprawiajacym prace
uktadu odpornosciowego, zawierajace ekstrakty z owocnikéw i grzybni uzyskiwanej metodami
biotechnologicznymi. Rynek tych preparatow dynamicznie si¢ rozwija i wg FDA oceniany byt w 2014
roku na 18,0 mld USD [16].

Wiasciwosciami biologicznymi grzyboéw nadrewnowych zainteresowat si¢ rowniez przemyst
kosmetyczny, wprowadzajac ekstrakty z owocnikow oraz z biomasy z kultur mycelialnych do
produkcji preparatoéw kosmetycznych [17]. Cenne w kosmetologii wtasciwosci grzybow leczniczych
Ganoderma lucidum — lakownica Isnigca (reishi) czy Lentinula edodes — twardziak jadalny (shiitake)
to przede wszystkim dzialanie tzw. przeciwstarzeniowe zwigzane z aktywnoscig antyoksydacyjna,
przeciwzapalna, promieniochronng. Za wymienione kierunki aktywnosci odpowiedzialne sg gléwne
B—glukany. Z kolei dzialanie wybiclajgce ekstraktow pochodzenia grzybowego zwigzane

z wystepowaniem zwigzkdéw bedacych inhibitorami tyrozynazy [18].
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W Polsce wystepuje w stanie naturalnym kilkadziesigt gatunkoéw grzyboéw nadrewnowych.
Obiecujgce wyniki badan gatunkoéw pochodzacych z innych kontynentéw (przede wszystkim z Azji),
stanowity przestanke do podjecia analiz mykochemicznych i potencjatu biologicznego ekstraktow
z owocnikow 1 kultur mycelialnych gatunkéw bedacych powszechnym sktadnikiem rodzimej

mykoflory.

W przedstawionym cyklu prac skoncentrowatam si¢ na badaniach wybranych grup zwiazkéw
bioaktywnych o wielokierunkowym dziataniu leczniczym m. in. kwasow fenolowych, zwiazkdéw

indolowych, steroli, terpenoidow.

Kwasy fenolowe — zarowno liczne pochodne kwasu cynamonowego, jak i benzoesowego, oraz
depsydy, to atrakcyjna farmakologicznie grupa, ze wzgledu na liczne, cenne wlasciwosci lecznicze
m.in., przeciwnowotworowe, immunostymulujace, przeciwzapalne i antyoksydacyjne. Ponadto
wykazuja dziatanie zotciopedne, rozkurczowe, hipolipemiczne, przeciwzakrzepowe [19]. ZwiazKi
te pelnia istotna role w przypadku gatunkéw nadrewnowych. Podczas proceséw rozktadu drewna, na
ktérym bytuja grzyby, katalizowanych przez szereg enzymow, tj. ligninazy, hemicelulazy, celulazy,
oksydazy i peroksydazy (peroksydaza ligniny — LIP, peroksydaza manganozalezna — MnP) dochodzi
do zwigkszonej produkcji wolnych rodnikow tlenowych, ktore indukuja proces autooksydacji kwasow
thuszczowych. Prawdopodobnie w celu uniknigcia uszkodzen oksydacyjnych, grzyby nadrewnowe
w procesiec ewolucji wyksztatcity zdolno$¢ do syntezy antyoksydantéw, ktorych gldéwnymi

przedstawicielami sg kwasy fenolowe [20].

Kolejng badang grupe stanowity niehalucynogenne zwiazki indolowe, ktorych biogenetycznym
prekursorem jest tryptofan. Pochodne tryptaminy, takie jak serotonina i melatonina pelnig
w organizmie czlowieka role neuroprzekaznikow, wptywaja na regulacje cyklu dobowego u ludzi
i biorg udziat w kaskadzie krzepnigcia krwi [21]. Wykazuja dziatanie przeciwnowotworowe,
przeciwstarzeniowe i przeciwzapalne [22]. Przypisuje si¢ im réwniez whasciwosci antyoksydacyjne
[23]. Badania prowadzone w Katedrze i Zaktadzie Botaniki Farmaceutycznej UJ CM potwierdzily
wystepowanie tej grupy zwiazkow u licznych przedstawicieli Basidiomycota, w tym w gatunkach

jadalnych i leczniczych.

Mykosterole, sposrod ktorych na szczegdlng uwage zastuguje ergosterol oraz jego nadtlenek, sa
obecne w owocnikach wigkszosci przedstawicieli Basidiomycota. Ergosterol jest glownym
sktadnikiem bton komdrkowych grzybow, silnie zwigzanym z cytoplazma [24], a jego zawarto$¢ jest
zalezna m.in. od stopnia rozwoju organizmu grzybowego [25]. Wykazuje on wiele prozdrowotnych
wlasciwosci jak aktywnos$¢ przeciwzapalna, przeciwutleniajgca czy przeciwdzialajaca hiperlipidemii.
Ponadto moze by¢ zaangazowany w aktywacje ekspresji okreslonych genéw obronnych [26]. Cennym

zwigzkiem przyczyniajgcym sie do prozdrowotnych wlasciwosci grzybow jest nadtlenek ergosterolu,
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ktory wykazuje m.in. dziatanie antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, czy

przeciwdrobnoustrojowe [27, 28].

Terpenoidy roéwniez wystepuja powszechnie w krolestwie grzybow [29]. W gatunkach
nadrewnowych rozpowszechnione sa przede wszystkim triterpeny typu lanostanu i ergostanu.
Ich szerokie spektrum aktywno$ci biologicznej obejmuje dziatanie przeciwnowotworowe,
przeciwzapalne, antyoksydacyjne, hepatoprotekcyjne, przeciwcukrzycowe oraz przeciwwirusowe [8,
30].

Wigkszo$¢ badan o charakterze mykochemicznym dotyczy analizy zawartosci oraz identyfikacji
struktur chemicznych zwiazkow bioaktywnych oraz zawartosci biopierwiastkéw w owocnikach [31].
Cechg wyrozniajacg grzyby sposrod organizméw zywych jest zdolno$¢ do pobierania i akumulacji
zwigzkow organicznych i nieorganicznych (a szczegdlnie metali) ze Srodowiska — za akumulacje
pierwiastkow odpowiedzialne sa obecne w owochnikach enzymy z grupy metalotionein. Interesujacym,
nierozpatrywanym szerzej zagadnieniem jest zjawisko stopnia uwalniania zwiazkow czynnych z
materiatu grzybowego, co jest szczegodlnie istotne w przypadku gatunkéw jadalnych. W ramach
przeprowadzonych badan zaplanowano i przeprowadzono eksperymenty majace na celu przeniesienie
i dostosowanie metodologii ekstrakcji materialu grzybowego w sztucznych sokach trawiennych w
warunkach nasladujacych te, ktore panuja w przewodzie pokarmowym czlowieka. Nastepnie
oznaczono zawarto$ci wybranych prozdrowotnych zwigzkdéw oraz biopierwiastkow uwolnionych z
grzybéw jadalnych do sokoéw trawiennych. Badanie uwalniania i biodostepnosci zwigzkow
bioaktywnych, zawartych w owocnikach gatunkow jadalnych moze mie¢ istotne znaczenie w

profilaktyce zdrowotnej cztowieka.

Kultury mycelialne, jako model do badan nad akumulacja zwigzkow leczniczych

Mykotechnologia jest obecnie prgznie rozwijajacym si¢ kierunkiem szeroko pojetej
biotechnologii, ktorej nadrzednym zadaniem jest jak najlepsze wykorzystanie potencjalu
biochemicznego grzybow [32]. Wsrdd klasycznych technik znajdujacych zastosowanie w produkcji
substancji czynnych na skalg przemyslowg przez grzyby, najwazniejsze miejsce zajmujg procesy
fermentacyjne prowadzone na duza skale w bioreaktorach, przy precyzyjnym doborze optymalnych
warunkow. W ten sposob wykorzystywany jest przede wszystkim potencjat grzybow strzepkowych.
Zwiazki biosyntetyzowane przez grzyby wielkoowocnikowe — w tym gatunki nadrewnowe — moga

by¢ pozyskiwane z wykorzystaniem tzw. kultur mycelialnych [33].

Kulturg mycelialng nazywamy hodowlg grzybni, prowadzong na sztucznym podtozu (statym lub
ptynnym) w warunkach sterylnych. Podstawowymi sktadnikami podloza do prawidtowego rozwoju
mycelium sg zrodla wegla (np. w postaci glukozy) oraz zrodlo azotu (np. aminokwasy) [34].

Najpowszechniejszym sposobem zaktadania kultury mycelialnej jest izolacja fragmentu owocnika
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z trzonu lub warstwy hymenialnej, innym sposobem inicjacji kultur mycelialnych jest wykietkowanie

wysterylizowanych zarodnikow (spor), ktére otrzymuje si¢ przez wysyp z warstwy hymenialne;.

Na fot. 1 i 2 przyktadowe kultury mycelialne na podtozu ptynnym — Laetiporus sulphureus
i Fomitopsis betulina — gatunkow bedacych obiektem przeprowadzonych badan.

Ryc. 1. Kultury mycelialne hodowane na podtozu ptynnym wg Oddoux.
a. Laetiporus sulphureus, b. Fomitopsis betulina

Przeniesienie grzybni ze $rodowiska naturalnego do laboratorium i mozliwo$¢ sztucznej
hodowli staty si¢ znaczacym krokiem do pozyskania cennego materiatu badawczego. Juz w latach 60.
ubieglego wicku w szybko rozwijajacej si¢ biotechnologii grzybow zwrocono uwage na mozliwosé
wykorzystania grzybni otrzymanej w warunkach in vitro, jako modelu do badan nad akumulacja

zwigzkdéw o znaczeniu terapeutycznym [35].

Za poczatki wspotczesnej biotechnologii grzybow wielkoowocnikowych uwaza sie rok 1966,
kiedy to F. J. Gregory przebadat aktywnos¢ przeciwnowotworowa zwigzkow obecnych w pozywkach

pohodowlanych hodowli ptynnej kilkudziesieciu gatunkow grzybdéw wielkoowocnikowych [36].

Kultury myecelialne, podobnie jak owocniki sa Zrodtem wielu cennych zwigzkow. Ekstrakty
oraz pojedyncze wyizolowane zwiazki posiadaja udowodnione wiasciwosci przeciwnowotworowe,
antyoksydacyjne, przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzakrzepowe, przeciwzapalne, detoksykacyjne,

obnizajace poziom cukru i cholesterolu we krwi [37, 38].

W kulturach mycelialnych otrzymywane sa na ogoét te same produkty metabolizmu wtornego,
ktore produkowane sg w owocnikach grzyboéw. Czasem pod wplywem zmienionych warunkow
prowadzenia kultur mycelia moga syntezowaé nowe zwigzki, niespotykane w owocnikach,
o interesujacych wlasciwosciach biologicznych. Z tego wzgledu nalezy porownywac sktad chemiczny
grzybni wyhodowanej in vitro ze sktadem owocnikéw zebranych ze stanu naturalnego. Badania
porownawcze nalezy rowniez przeprowadza¢ pomigdzy grzybnig a pozywka, w ktorej tez moga

gromadzi¢ si¢ wytworzone przez mycelium metabolity pierwotne i wtorne [39].

15



K. Sutkowska - Ziaja Autoferetat

Z przegladu dotychczasowych badan wynika, Ze najszerzej badano w kulturach mycelialnych
grzybow wielkoowocnikowych — w tym gatunkéw nadrewnowych — mozliwo$¢ akumulacji
polisacharydow, zwigzkoéw o silnym dziataniu immunostymulujacym. Kultury mycelialne mogg by¢
réwniez zrodtem zwiazkow o aktywnosci cytostatycznej takich jak kwas ganodermowy — triterpenoid
otrzymany z kultur Ganoderma lucidum [40] czy pochodne ergosterolu wyodrgbnione z kultur
Trametes versicolor [41]. Kultury mycelialne moga by¢ roéwniez zrodtem zwiazkéw o silnych
wlasciwosciach antyoksydacyjnych, w tym kwasow fenolowych. Znanych jest wiele gatunkow
charakteryzujacych si¢ wysoka zawarto$cia tych zwiazkow. Na szczegdlng uwage zastuguja typowe
przyktady leczniczych gatunkéw nadrewnowych Inonotus xeranticus, Phellinus linteus, czy Antrodia
camphorata charakteryzujace si¢ znaczaca aktywnos$cig antyoksydacyjng i zdolno$cig zmiatania
wolnych rodnikéw [38, 42].

Liczne przyktady izolacji z mycelium metabolitow biologicznie aktywnych dowodza, ze kultury
in vitro grzybow wielkoowocnikowych sg waznym zrodtem substancji leczniczych, a ich produkcja
metodami biotechnologicznymi na duzg skale moze sta¢ si¢ korzystnym rozwigzaniem dla przemystu
farmaceutycznego. Przykladem jest preparat Lentinan produkowany przez japonski koncern

Ajinomoto (Ajinomoto Group Corporate) [43].

Mykotechnologia, moze tez by¢ wykorzystywana, jako narzedzie w procesach oczyszczania
srodowiska z zanieczyszczen, ktore bezposrednio przyczyniajg si¢ do pogorszenia stanu zdrowia
cztowieka oraz do rozwoju choréb cywilizacyjnych. Jedng z coraz powszechniej stosowanych metod
jest mykoremediacja, polegajgca na wykorzystaniu grzybow do usuwania zanieczyszczen [44]. Zaleta
stosowania grzybow jest nie tylko ich zdolno$¢ do wydzielania enzymow zewngtrzkomorkowych, ale
takze do wytwarzania strzepek, ktore ltatwo penetruja w glab gleby i1 rozprzestrzeniajg si¢
w $rodowisku, co ulatwia im dostep do zanieczyszczen. Ponadto grzyby majg zdolnos¢ do
przezywania w warunkach stresu, jakim moze by¢ niski odczyn pH czy ograniczona zawartos$c
substancji odzywczych. W procesie oczyszczania gleby z metali cigzkich stosuje si¢ m.in.
bioaugmentacje¢ — metode polegajacg na wykorzystaniu biomasy otrzymanej w wyniku prowadzenia
kultur mycelialnych i ich potencjatu biodegradacyjnego [45]. W ramach przeprowadzonych badan
analizowano zdolnosci do remediacji wybranych metali cigzkich (kadmu i otowiu) przez biomase

z kultur mycelialnych wybranych gatunkoéw grzybow.
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4.3.2. Omowienie wynikéw badan stanowiacych podstawe wskazanego osiagniecia naukowego

1(H) Sulkowska-Ziaja K, Muszyniska B, Motyl P, Pasko P, Ekiert H. 2012, Phenolic compounds and

antioxidant activity in some species of polyporoid mushrooms from Poland. International Journal
of Medicinal Mushrooms, 14(4): 385-393.

Z uwagi na wzrastajace na calym $wiecie zainteresowanie sktadem chemicznym owocnikoéw
grzybow oraz wynikajacymi z tego faktu aplikacjami terapeutycznymi, podjeto badania majace
na celu analize zawarto$ci zwigzkdéw fenolowych oraz okreslenie potencjatu antyoksydacyjnego
wybranych gatunkow grzyboéw nadrewnowych powszechnie wystgpujacych na terenie Polski.

Material do badan stanowity ekstrakty z owocnikéw pigciu gatunkdéw grzybow nadrewnowych:
Daedaleopsis confragosa — gmatwica chropowata, Fomitopsis pinicola — pniarek obrzezony,
Gloeophyllum sepiarium — niszczyca ptotowa, Laetiporus sulphureus — zotciak siarkowy, Piptoporus
betulinus — biatoporek brzozowy. Owocniki zebrano w 2010 roku w lasach mieszanych Polski

Potludniowej (wojewddztwo matopolskie).

W ramach badan przeprowadzono analize jako$ciowa i ilosciowa kwaséw fenolowych metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej faz odwroconych z detekcja UV-VIS, do rozdziatu
zwigzkéw zastosowano elucje gradientowa [46]. Podjeto probe izolacji kwaséw fenolowych, oraz

ustalenie ich tozsamosci z zastosowaniem spektroskopii "H NMR.

We wspotpracy z dr hab. Pawtem Pasko z Zaktadu Bromatologii UJ CM okreslono catkowita
zawarto$¢ polifenoli metoda Folina-Ciocalteau’a oraz oznaczano aktywno$¢ antyoksydacyjng

ekstraktow metoda FRAP.

Badane gatunki (z wyjatkiem L. sulphureus) nie byly dotychczas przedmiotem analiz
zawarto$ci kwasow fenolowych. To wiasnie z ich silnym dziataniem przeciwutleniajacym i zdolnoscig
do ochrony przed uszkodzeniem oksydacyjnym waznych zyciowo struktur, tj. DNA
chromosomalnego, biatek strukturalnych, enzymow, LDL i lipidéw bton komérkowych zwigzane jest

ich szerokie spektrum aktywnosci biologicznej [47].

W ekstraktach  potwierdzono  obecnos¢ kwasu  p-hydroksybenzenowego, kwasu
protokatechowego i kwasu wanilinowego. Zawartosci poszczegolnych zwigzkéw byly zréznicowane
1 miescity si¢ w zakresie od 1,08 do 9,00 mg/100 g suchej masy (s.m.). Dominujgcym ilo$ciowo
kwasem fenolowym byl kwas protokatechowy, ktérego zawarto§¢ miescita si¢ w zakresie od 1,77
mg/100 g s.m. (w L. sulphureus) do 9,00 mg/100 g s.m. (w F. pinicola). W mniejszej ilosci
wystepowaty kwas p-hydroksybenzoesowy od 1,08 mg/100 g s.m. (w F. pinicola) do 3,00 mg/100 g
s.m. (w G. sepiarium) i kwas wanilinowy od 1,20 mg/100 g s.m. w (D. confragosa) do 1,41mg/ 100 g

s.m. w (F. pinicola).
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Gatunkiem o najwigkszej catkowitej zawartosci kwaséw fenolowych byt F. pinicola (11,49
mg/100 g s.m.). Podobng zawartos$cig charakteryzowat si¢ ekstrakt z D. confragosa (9,71 mg/100 g
s.m.). W owocnikach G. sepiarium stwierdzono prawie 2-krotnie mniejszg zawarto$¢ kwasow
fenolowych (5,54 mg/100 g s.m.). Najmniejszg ilo$¢ kwasoéw fenolowych wykazano w owocnikach
L. sulphureus (1,77 mg/100 g s.m.).

W przypadku Daedaleopsis confragosa i Fomitopsis pinicola podj¢to probe izolacji i ustalenia
tozsamos$ci zwigzkow fenolowych na podstawie poréwnania ich widm 'H NMR z widmami
wzorcowych kwasow fenolowych, a takze na podstawie porownania widm z danymi z piSmiennictwa
[48, 49] i widmami dostgpnymi w bazach: SDBS (Spectral Database for Organic Compound) (SDBS)
i HMDB (Human Metabolome Database Version 2.5) (HMDB). Na podstawie danych potwierdzono

tozsamo$¢ kwasu protokatechowego w owocnikach Daedaleopsis confragosa i Fomitopsis pinicola.

W ekstraktach z owocnikéw badanych grzyboéw catkowita zawarto$¢ polifenoli oznaczona
metoda Folina-Ciocalteau’a wynosita od 6,80 mg/g s.m. (dla D. confragosa), do 21,88 mg/g s.m.
(dla F. pinicola). Wysoka zawarto$¢ polifenoli stwierdzono takze w owocnikach G. sepiarium (19,88
mg/g s.m.) i P. betulinus (13,84 mg/g s.m.). W owocnikach L. sulphureus oznaczona zawarto$¢

polifenoli wynosita 10,40 mg/g s.m.

Najwyzszg aktywno$¢ antyoksydacyjng oznaczong metoda FRAP wykazaly ekstrakty
metanolowo-acetonowe z owocnikéw G. sepiarium (188,21 mmol Fe?*/kg s.m.) i F. pinicola (111,30
mmol Fe*/kg s.m.). Slabsza aktywno$é¢ przeciwutleniajaca posiadaty ekstrakty z owocnikow
P. betulinus (49,42 mmol Fe*/kg s.m.), D. confragosa (14,93 mmol Fe®/kg s.m.) i L. sulphureus
(8,60 mmol Fe?*/kg s.m.). Zbadano réwniez zalezno$¢ aktywnosci antyoksydacyijnej, od catkowitej
zawartosci zwigzkow fenolowych w ekstraktach metanolowo-acetonowych, nie stwierdzono istotnej

korelacji miedzy badanymi zmiennymi w przypadku wszystkich badanych gatunkow.

Z przegladu piSmiennictwa naukowego wynika, ze obserwuje si¢ wysokg dodatnig korelacje
miedzy aktywnoscia antyoksydacyjng roslin, a stgzeniem obecnych w nich zwigzkow fenolowych [47,
52]. Podobng zalezno$¢ obserwuje si¢ rowniez dla grzybow jadalnych [53]. Jednak w przypadku

grzybow nadrewnowych rzadziej wystepuje podobna korelacja.

Pomimo powszechno$ci tezy, iz kwasy fenolowe, a takze inne pochodne fenolowe
sa dominujacg iloSciowo grupa zwigzkéw odpowiedzialnych za aktywno$¢ przeciwutleniajaca
grzybow nadrewnowych, brak dobrej korelacji migdzy tymi parametrami wskazuje na obecnos¢

zwigzkow o innej strukturze, odgrywajacych kluczows rolg w aktywnosci antyoksydacyjnej grzybow.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze stosunkowo wysoka zawarto$¢
zwigzkéw fenolowych (w tym kwasoéw fenolowych) i znaczna aktywno$¢ antyoksydacyjna
owocnikow grzybow F. pinicola i G. sepiarium, $wiadczg o mozliwosci potencjalnego ich

wykorzystania, jako zrodla naturalnych antyoksydantéw. Brak wyraznej zalezno$ci pomigdzy
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zawarto$cig kwasow fenolowych i calkowita zawarto$cia zwigzkow fenolowych, a aktywnosciag
antyoksydacyjng badanych ekstraktow wskazuje na konieczno$¢ dalszych analiz w celu okreslenia

zwiazkow odpowiedzialnych za te aktywnosc.

2(H) Sulkowska-Ziaja K, Muszyhska B, Szewczyk A. 2015, Antioxidant components of selected

indigenous edible mushrooms of the obsolete order Aphyllophorales. Revista Iberoamericana de
Micologia, 32(2): 99-102.

Kontynuujac tematyke zwiazang z poszukiwaniem zwiazkéw o aktywnosci antyoksydacyjnej
w owocnikach grzybow nadrewnowych, w kolejnej pracy poszerzytam badania o dodatkowe grupy

zwiazkoéw wykazujacych wymieniony efekt biologiczny.

Zwiazki wystepujace w owocnikach grzybow o wilasciwosciach zapobiegajacych chorobom
wywotanym przez wolne rodniki, mozna uszeregowa¢ w nastepujacy sposob, wedlug malejacej
aktywnos$ci antyoksydacyjnej: zwigzki fenolowe > kwas askorbinowy > sterole (tokoferole) >

karotenoidy > zwigzki indolowe [54].

Obiektem badan byly owocniki grzyboéw sklasyfikowane, jako afylloforoidalne (sztucznie
wyodrgbniona jednostka na podstawie specyficznych cech morfologicznych w warstwie hymenialnej
owocnika): Hydnum repandum — kolczak obtaczasty z rodziny Hydnaceae (kolczakowate) oraz
przedstawiciel grzybow nadrewnowych z rodziny Sparassidaceae (siedzuniowate) — Sparassis crispa
— siedzun sosnowy (szmaciak galezisty), bytujacy na zywych oraz martwych korzeniach drzew

iglastych.

Celem pracy byta analiza zawartosci, kwasow fenolowych, niehalucynogennych zwigzkow
pochodnych indolu w ekstraktach metanolowych oraz steroli w ekstraktach metanolowo-
dichlorometanowych. Do oznaczen wykorzystano metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej
faz odwroconych RP-HPLC z detekcja UV-VIS. W rozdziatach kwasow fenolowych [46] oraz steroli
zastosowano elucj¢ gradientowa [55], w przypadku rozdzialu zwiazkow indolowych elucje

izokratyczna.

Sposrod analizowanych kwasow fenolowych w ekstraktach z owocnikow Sparassis crispa
wykazano obecno$¢ kwasu galusowego, gentyzynowego, p-hydroksybenzoesowego, kawowego,
0-kumarowego, protokatechowego oraz kwasu syryngowego. Calkowita zawarto$¢ kwasow
fenolowych wynosita 85,65 mg/100 g s.m. Zawarto$¢ poszczegédlnych kwaséw fenolowych miescita
si¢ w zakresie od 0,1 mg/100 g s.m. (kwas gentyzynowy i kawowy) do 43,92 mg/100 g s.m. (kwas
protokatechowy).

19


http://www.elsevier.es/en-revista-revista-iberoamericana-micologia-290-articulo-antioxidant-components-of-selected-indigenous-90419090
http://www.elsevier.es/en-revista-revista-iberoamericana-micologia-290-articulo-antioxidant-components-of-selected-indigenous-90419090

K. Sutkowska - Ziaja Autoferetat

Sposéréd analizowanych zwigzkéw o strukturze indolu w owocnikach Sparassis crispa
wykazano obecnos¢ indolu, melatoniny oraz tryptaminy. Catkowita zawartos¢ pochodnych indolu

wynosita 2,39 mg/100 g s.m. Dominujgcym ilosciowo metabolitem byt indol 1,7 mg/100 g s.m.

W ramach pracy analizowano jakoSciowy i ilosciowy sktad zwigzkéw o strukturze steroli.
W ekstraktach z owocnikow Sparassis crispa wykazano wysokg zawartos¢ ergosterolu w ilosci 150,37
mg/100 g s.m. Dla poréwnania w jednym z najbardziej uznanych, z uwagi na wysoki potencjat
biologiczny, nadrewnowych grzybow leczniczych — Lentiula edodes (shiitake) ergosterol wystepuje w

ilosci 85 mg/100 g s.m.

Wriasciwosci prozdrowotne oznaczonych kwaséw fenolowych sg zwigzane przede wszystkim
z ich wlasciwosciami przeciwutleniajgcymi, posiadaja zdolnos¢ blokowania zwigzkow
kancerogennych powstajacych na drodze metabolicznych przemian niektorych substancji
rakotworczych, np. 4-nitrochinolino-1-tlenkéw [56]. Rowniez oznaczone zwigzki indolowe
charakteryzuje dziatanie antyoksydacyjne. W badaniach in vitro wykazano, ze nie tylko melatonina,
ale réwniez pochodne indolu (N-acetyloserotonina, 6-metoksytryptamina) zmniejszaja peroksydacje
lipidow w sposdb zalezny od dawki [57]. Liczne prace dowodza antyoksydacyjnych witasciwosci

ergosterolu [58].

Badania sktadu chemicznego Sparassis crispa skupialy sie gtdwnie na analizie polisacharydow

obecnych w owocnikach [59].

W ramach pracy po raz pierwszy oznaczono sktad jakosciowy i ilosciowy zwigzkdéw
indolowych oraz ergosterolu w ekstraktach z owocnikow. Na podstawie uzyskanych wynikoéw

Sparassis crispa mozna uzna¢ za bogate zrodto ergosterolu.

3(H) Kryczyk A, Piotrowska J, Sito M, Sulkowska-Ziaja K, Dobosz K, Opoka W, Muszyhska B.

2017, Remediation capacity of Cd and Pb ions by mycelia of Imleria badia, Laetiporus sulphureus,

and Agaricus bisporus in vitro cultures. Journal of Environmental Science and Health, Part B
Pesticides, Food Contaminants, and Agricultural Wastes, 52(9): 617-622.

Rozwoj cywilizacyjny powoduje zwigkszone zanieczyszczenie $rodowiska (w tym gleby)
metalami cigzkimi, co z kolei prowadzi do wzrostu poziomu toksycznych pierwiastkow w tancuchach

pokarmowych, stanowiac zagrozenie dla zdrowia ludzkiego [60].

Jedna z metod rekultywacji jest mykoremediacja, ktora jest skutecznym narzedziem
biologicznym wykorzystujagcym zdolno$¢ grzyboéw do wigzania metali cigzkich obecnych w glebie
[61].
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Celem pracy byto okreslenie zdolnosci remediacji metali ciezkich przez biomas¢ z kultur
mycelialnych nadrewnowego gatunku grzyba leczniczego Laetiporus sulphureus, poprzez okreslenie
stopnia nagromadzenia Cd(IT) i Pb(Il) w pozywce oraz w mycelium otrzymanym w warunkach in

vitro.

Kultury inicjalne wyprowadzono z fragmentu mlodego owocnika, zebranego ze stanu
naturalnego (lasy nadlesnictwa Krynica, woj. matopolskie) i prowadzono na podlozu zestalonym
agarem, nastepnie zatozono kultury eksperymentalne (wytrzasane) — na podtozu ptynnym wg Oddoux
[62]. Kultury eksperymentalne suplementowano Cd(II) lub Pb(Il) w stezeniu 5x10°M. Kontrole
stanowity kultury prowadzone bez dodatku pierwiastkow. Analizie elementarnej poddano réwniez
owocniki zebrane ze stanu naturalnego. Obiektem badan ujetych w pracy byly réwniez kultury
mycelialne jadalnych gatunkéw grzybow Imleria badia — podgrzybek brunatny i Agaricus bisporus —

pieczarka dwuzarodnikowa.

We wspoétpracy dr Agata Kryczyk z zespolu Katedry i Zakladu Chemii Nieorganicznej
1 Analitycznej pod kierownictwem Prof. dr hab. Wtodzimierza Opoki oznaczono zawartos¢ Cd(II)
i Pb(ll) w zmineralizowanym materiale. W pomiarach zastosowano technike absorpcyjnej

spektrometrii atomowej (ASA).

Wykazano, ze dodatek kadmu i otowiu w zastosowanym stgzeniu wpltywa znaczgco na przyrost
grzybni Laetiporus sulphureus (stwierdzono 3-trzykrotny wzrost biomasy w stosunku do wyjSciowego

inokulum).

Otrzymane wyniki wskazuja na wysokie zdolnosci mykoremediacji metali cigzkich przez
mycelium Laetiporus sulphureus otrzymanym w warunkach in vitro — w tym przypadku oznaczono
najwyzsze (wsrod gatunkow objetych badaniami) stezenie jondw w mycelium w przeliczeniu na sucha
mase — odpowiednio dla Cd(ll) — 140,86+3,61, dla Pb(IT) — 308,39+13,60 pg/g s.m. W owocnikach
oraz w pozywce tego gatunku zawarto§¢ kadmu i olowiu byla ponizej poziomu oznaczalnosci.

Pozostata badane gatunki charakteryzowata umiarkowana zdolno$¢ remediacji otowiu i kadmu.

Zastosowane kultury mycelialne Laetiporus sulphureus, pozwolity na zapewnienie
powtarzalnych warunkow eksperymentalnych, w ktorych mozliwe bylo monitorowanie stopnia
akumulacji metali i okre$lenie skuteczno$ci mykoremediacji [63]. Kultury te mozna zaproponowa¢ jak
model do badan unieszkodliwiania zanieczyszczen. Zaletg ich jest zdolno$¢ grzybni do wykorzystania
w charakterze substratu pokarmowego substratow lignocelulozowych. Mykoremediacja jest zatem

metoda nie tylko tania, lecz takze przyjazng srodowisku.
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4(H) Sulkowska-Ziaja K, Maslanka A, Szewczvk A, Muszynska B. 2017, Physiologically active
compounds in four species of Phellinus. Natural Product Communications, 12(3): 363-366.

Obiecujace wyniki badan nad skladem chemicznym owocnikoéw grzybow nadrewnowych
z rodzaju Phellinus (czyren) — rodzina Hymenochaetaceae (szczeciniakowate) przeprowadzone przez
badaczy z osrodkow naukowych z Azji (Chiny, Korea) staly si¢ impulsem do podjecia analiz
gatunkow wymienionego rodzaju bedacych powszechnym sktadnikiem mykoflory polskiej.

Obicktem badan byly owocniki czterech gatunkow z rodzaju Phelinus: Phellinus igniarius —
czyren ogniowy, Phellinus pini — czyren sosnowy, Phellinus pomaceus — czyren sliwkowy, oraz
Phellinus robustus — czyren debowy.

Przeglad piSmiennictwa wskazuje na wysoki potencjat leczniczy wymienionych gatunkow.
Ekstrakty z owocnikow P. igniarius wykazuja dziatanie cytotoksyczne, immunostymulujace
i przeciwzapalne, wynikajace z obecnosci zwiazkow terpenoidowych o strukturze lanostanu oraz
frakcji polisacharydowych PISP1 [64, 65]. Dowiedziono rowniez, ze P. igniarius posiada dziatanie

antyoksydacyjne zwigzane z obecnoscig makrocyklicznego zwigzku o nazwie phelligridimer A [66].

Owocniki P. pini sa potencjalnym zrodtem zwigzkéw przeciwzapalnych o strukturze
steroidowej m.in. ergosta-4,6,8(14)22-tetraen-3-onu. Polisacharydy o strukturze p-1,3-glukanu
wyizolowane z owocnikéw tego gatunku charakteryzuja sie dziataniem przeciwwirusowym [67].
Z owocnikéw P. pomaceus wyizolowano hispidyng, zwigzek o aktywnos$ci cytotoksycznej oraz
hamujacej integraze [68]. Melaniny obecne w P. robustus wykazuja silng aktywnos$¢ antyoksydacyjna.

Potwierdzono rowniez ich wtasciwosci genoprotekcyjne [69].

Celem pracy bylo opracowanie metody rozdzialu i analizy ilo$ciowej niehalucynogennych

zwiazkow pochodnych indolu i kwasow fenolowych w ekstraktach otrzymanych z owocnikow.

Zwiazki indolowe analizowano metoda RP-HPLC z detekcja UV-VIS. Z kolei kwasy fenolowe
oznaczono metoda RP-HPLC =z detekcja DAD. Z uwagi na trudnosci w rozdziatach
chromatograficznych zwigzkow indolowych (zblizone czasy retencji zwiazkéw) dodatkowo
zastosowano metod¢ chromatografii cienkowarstwowej (TLC) potaczong z detekcjg densytometryczng
— we wspolpracy z dr Anng Maslankg z Katedry i1 Zakladu Chemii Nieorganicznej
i Analitycznej przeprowadzono optymalizacj¢ warunkdéw oznaczen metoda chromatografii
cienkowarstwowej z detekcja densytometryczng w zakresie UV, ktora pozwolita na identyfikacje
i jednoczesne oznaczenie iloSciowe 3 metabolitow o charakterze niehalucynogennych zwigzkoéw
indolu: L-tryptofanu, tryptaminy i serotoniny w analizowanym materiale (uzyskano znaczgce roznice
w wartosci wspotczynnikow retencji Ry, co umozliwilo identyfikacje poszczegdlnych zwigzkow).

Wymienione metody analityczne zwalidowano.
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Zawartosci poszczegolnych zwigzkow indolowych wynosity od 1,7 mg/100 g s.m. (tryptamina
w P. robustus) do 8,32 mg/100 g s.m. (L-tryptofan w P. igniarius). Gatunkiem o najwigkszej
calkowitej zawarto$ci zwiazkow indolowych byt P. igniarius (18,33 mg/100 s.m.). Gatunki P. pini i P.
robustus akumulowaty pochodne indolu na podobnym poziomie (odpowiednio 11,151 11,16 mg/100 g
s.m.). Zwigzkiem dominujacym iloSciowo byl L—tryptofan. Zar6bwno w wyniku analiz metoda TLC
z detekcja densytometryczng w zakresie UV, jak i analiz metodg RP-HPLC wykazano obecnos$¢ tych

samych zwigzkow indolowych.

Sposrod analizowanych kwaséw fenolowych w badanych gatunkach stwierdzono obecnos$é
kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego, kwasu galusowego, kwasu protokatechowego i kwasu
syryngowego. Catkowita zawartos¢ kwasow fenolowych wynosita od 9,94 mg/100 g s.m.
(P. igniarius) do 32,58 mg/100 g s.m. (P. robustus). Zawarto$¢ poszczegdlnych zwigzkow miescita si¢
w zakresie od 0,90 (kwas syryngowy w P. robustus) do 26,68 mg/100 g s.m. (kwas
3,4-dihydroksyfenylooctowy w P. robustus). Jedynym metabolitem wspolnym dla wszystkich czterech
badanych gatunkow byl kwas protokatechowy.

W dostepnym piSmiennictwie naukowym nie znaleziono danych dotyczacych obecnosci
niehalucynogennych zwiazkow indolowych w badanych gatunkach grzybéw nadrewnowych. A zatem
ich zawarto$¢ zostatla potwierdzona po raz pierwszy. Oznaczona w ekstraktach z owocnikow

serotonina jest waznym neuroprzekaznikiem w osrodkowym uktadzie nerwowym [21].

Akumulacja kwasow fenolowych przez gatunki rodzaju Phellinus réwniez nie byta do tej pory
przedmiotem szerszych analiz. Dostepne dane dotycza jedynie gatunku P. igniarius. Badania
przeprowadzone w ramach niniejszej pracy potwierdzily obecnosci kwasu syryngowego
1 protokatechowego, natomiast nie potwierdzita obecnoséci kwasu kawowego oznaczonego jako§ciowo

przez Mo i wsp. [70].

Oznaczone w ramach przeprowadzonych badan metabolity to zwiazki o wielokierunkowym
dziataniu leczniczym. Kwas protokatechowy obecny we wszystkich badanych gatunkach
charakteryzuje si¢ silng aktywno$cia antyoksydacyjna. Wykazuje dziatanie przeciwbakteryjnie
(gtownie na bakterie G(+)), przeciwgrzybicze oraz przeciwzapalne. Stymuluje produkcj¢ przeciwciat
klasy IgG. Dziata zoétciopgdnie, zotciotworczo oraz przeciwnowotworowo [71]. Kwas syryngowy
wykazuje dzialanie zolciopgdne i zolciotworcze przez bezposrednie dziatanie spazmolityczne na
migénie gladkie. Wykazuje skuteczno$¢ w leczeniu nowotworow piersi. Z kolei kwas 3,4-

dihydroksyfenylooctowy jest skuteczny w leczeniu nowotworu piersi.

Uzyskane wyniki potwierdzaja znaczng zawarto$¢ zwigzkéw o uznanej aktywnosci
biologicznej. Rodzime gatunki mozna uzna¢ za potencjalne zrodto zwigzkéw o wielokierunkowej

aktywnosci terapeutyczne;.
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5 (H) Kala K. Krakowska A, Sulkowska-Ziaja K, Szewczyk A, Reczyhski W, Opoka W. Muszynska

B. 2017, Kinetics of extracted bioactive components from mushrooms in artificial digestive juices.
International Journal of Food Properties, 20(8): 1796-1817.

Materiat do badan stanowity owocniki grzybow jadalnych. Analiza objeto dwanascie gatunkow,
w tym dwa lecznicze gatunki nadrewnowe: Pleurotus ostreatus — boczniak ostrygowaty (uznane
zrodlo lowastatyny, zwigzku o wiasciwosciach hipolipemicznych stosowanego w terapii schorzen
uktadu krwiono$nego, serca i udarach mozgu) oraz Auricularia polytricha — uszak gestowlosy,
gatunek produkujacy m.in. biatko APP (Auricularia polytricha protein) o wlasciwosciach
wzmacniajacych odpowiedz immunologiczng organizmu czilowieka [72]. Gatunki nadrewnowe
do badan pozyskano ze stanu naturalnego (P. ostreatus) oraz z upraw komercyjnych (A. polytricha).

Koncepcja pracy byto przesledzenie procesu uwalniania bioaktywnych metabolitow wtdrnych
(kwasy fenolowe i niehalucynogenne pochodne indolu) oraz biopierwiastkow (Mg, K, Na, Ca, Cu, Zn,
Fe) z materialu grzybowego do sztucznych sokéw trawiennych, w uktadzie imitujacym warunki
panujace w przewodzie pokarmowym cztowieka. W tym celu skonstruowano aparat Gastroel-2014
[Patent P 417238] [73], majacy za zadanie odtwarzaé etapy procesu trawienia, poprzez imitacje
ruchow perystaltycznych jelit w warunkach temperatury ciata czlowieka. W trakcie eksperymentu
analizowano procesy trawienne w roztworze sztucznej §liny (w czasie 1 minuty), w roztworze
sztucznego soku zotadkowego przy uwzglednieniu réznych czasow inkubacji odpowiadajacych
naturalnemu czasowi przebywania tresci pokarmowej w zotadku (15, 60 oraz 120 minut) oraz
W roztworze sztucznego soku jelitowego (w czasie 150 minut) [74]. Zawarto$¢ biopierwiastkow

analizowano metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej (ASA).

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano zaleznos$ci wystepujace pomiedzy gatunkiem
grzyba, dlugo$ciag czasu inkubacji w soku trawiennym, a stopniem uwalniania substancji

do sztucznych sokow trawiennych.

W wyniku badania stopnia uwalniania Mg do roztworu sztucznej $liny (1 min inkubacji),
wykazano, ze spos$rod wszystkich badanych gatunkow, najwigksza ilos¢ tego pierwiastka uwalnia si¢
z gatunku P. ostreatus — 55 mg/100 g s.m. Z kolei dla A. polytricha uzyskano wynik 27 mg/100 g
s.m., ktory byt zblizony do wynikow uzyskanych w przypadku pozostatych gatunkow.

Rozpatrujagc zawartosci Mg uwolnionego do sztucznego soku zoladkowego stwierdzono, ze
iloéci te sg zalezne od czasu inkubacji materiatu grzybowego. Zaobserwowano prawidlowosc, ze
najlepszy efekt uwalniania Mg do sztucznego soku zotadkowego, w wigkszosci gatunkow, uzyskano
dla czasu inkubacji 60 min. W przypadku P. ostreatus ilo$¢ ta wynosita 45,1 mg/100 g s.m., natomiast
dla A. polytricha byto to 36,5 mg/100 g s.m. Zawarto$ci Mg uwolnione do sztucznego soku jelitowego
na poziomie 11,28 oraz 7 mg/100 g s.m. stwierdzono odpowiednio dla P. ostreatus i A. polytricha (po

60 min uprzedniego wytrawiania w sztucznym soku zotadkowym).
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Réwniez w przypadku uwalniania K do roztworu sztucznej $liny najwyzsza warto$¢ oznaczono
dla P. ostreatus — 8590 mg/100 g s.m (dla A. polytricha byto to odpowiednio 7707 mg/100 g s.m.).
Optymalne rezultaty uwalniania K do sztucznego soku zotgdkowego odpowiadaty 120 min czasowi
inkubacji — i wynosity 4885 mg/100 g s.m. dla P. ostreatus i 2452 mg/100 g s.m. dla
A. polytricha. Tlosci K uwolnione nastepnie w sztucznym soku jelitowym wynosity odpowiednio 1890

12203 mg/100 g s.m. dla wymienionych gatunkdw.

Uwalnianie Na do roztworu sztucznej $liny, podobnie jak w przypadku K, ksztaltowalo sie
na wysokim poziomie +4000 mg/100g s.m. Najkorzystniejsze wyniki uwalniania Na do sztucznego
soku zotadkowego odpowiadaty czasowi inkubacji 15 min — i wynosity 2902 mg/100 g s.m. (dla
P. ostreatus) oraz 60 min dla A. polytricha — 2018 mg/100 g s.m. Najwyzsze ilosci Na oznaczone

nastepnie W sztucznym soku jelitowym, to odpowiednio 3703 i 3546 mg/100 g s.m.

Interesujace rezultaty wykazano w przypadku analizy zawarto$ci Ca uwolnionego do roztworu
sztucznej $liny. Zawartosci te ksztaltowaly si¢ na zblizonym poziomie w przypadku 12 badanych
gatunkow, w tym 2 gatunkéw nadrewnowych (368 mg/100 g s.m. — P. ostreatus oraz 330 mg/100 g
s.m. — A. polytricha), co sugeruje brak =zaleznosci pomiedzy gatunkiem grzyba,
a stopniem uwalniania Ca do roztworu sztucznej $liny. Z kolei w badaniach uwalniania w sztucznym
soku zotagdkowym zaobserwowano prawidlowo$é, ze najwyzsze iloSci tego pierwiastka zostaty
uwolnione po 60 min inkubacji (178 mg/100 g s.m. dla P. ostreatus i 83 mg/100 g s.m. dla
A. polytricha). Zawartos¢ Ca uwolnionego do sztucznego soku jelitowego, w zadnym z gatunkow

nadrewnowych, nie przekroczyta 60 mg/100 g s.m.

W wyniku analizy zawarto$ci mikroemelentow (Cu i Zn) uwolnionych do sztucznych sokow
trawiennych wykazano nieznaczne ilosci tych pierwiastkow. Swiadczy o tym koncentracja Cu
W sztucznej $linie na poziomie 0,040 mg/100 g s.m. (A. polytricha) i 0,35 mg/100 g s.m. (P. ostreatus)
oraz Zn — 0,249 mg/100 g s.m. (A. polytricha) i 1,12 mg/100 g s.m. (P. ostreatus).

Najkorzystniejszy czas inkubacji w sztucznym soku zotgdkowym dla Cu i Zn to 60 minut,
podobnie jak dla Mg i Ca. W przypadku gatunkéw nadrewnowych, do roztworu sztucznego soku
zotadkowego Zn i Cu uwolnity si¢ w iloSci nieprzekraczajacej 2,09 mg/100 g s.m. dla Zn
i 0,302 mg/100 g s.m. dla Cu (P. ostreatus). Oznaczona zawartos¢ Cu uwolniona z A. polytricha
wyniosta natomiast 0,073 mg/100 g s.m., a zawartos¢ Zn — 0,537 mg/100 g s.m. Ponadto
zaobserwowano, ze dla ustalonego optymalnego czasu 60 min inkubacji, zarowno w przypadku Cu jak
1 Zn, najmniej efektywne wyniki uwalniania do soku zoladkowego uzyskano dla gatunkoéw grzybow
nadrewnowych. W poddanych analizie sztucznych sokach jelitowych, otrzymanych po strawieniu A.
polytricha i P. ostreatus, wykazano zawartosci mikroelementéw w zakresie: 0,021 — 0,057 mg/100 g
s.mdlaCui0,114 — 1,228 mg/100 g s.m. dla Zn.
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W pracy analizowano rowniez zawarto$¢ Fe. W roztworze sztucznej §liny pierwiastek ten
uwalnia si¢ w iloéci 2,5 mg/100 g s.m. (P. ostreatus) oraz 0,37 mg/100 g s.m. (A. polytricha).
Najkorzystniejszym czasem wytrawiania materiatu w sztucznym soku zotadkowym, w przypadku obu

gatunkow, okazato si¢ rowniez 60 minut.

W ekstraktach analizowano rowniez zawarto$¢ zwigzkéw indolowych (metodga RP-HPLC

z detekcja UV-VIS) oraz kwasow fenolowych (metoda RP-HPLC z detekcja DAD).

Analiza zawarto$ci uwolnionych do sztucznych sokéw trawiennych zwigzkéw indolowych
potwierdzita obecno$¢ siedmiu pochodnych indolu L-tryptofanu, 5-hydroksy-L-tryptofanu, 6-metylo-
D,L-tryptofanu, tryptaminy, 5-metylotryptaminy, serotoniny oraz melatoniny. Zwigzkiem oznaczonym
we wszystkich gatunkach byt 5-hydroksy-L-tryptofan, ktory réwniez dominowat ilosciowo. Réwniez
w przypadku serotoniny uzyskane wyniki ilosciowe ksztalttowatly sie na podobnym poziomie.
Najkorzystniejszym czasem, w ktérym uzyskano najwyzsze zawarto$ci tych zwiazkéw po ekstrakcji
owocnikow do sztucznego soku zoladkowego, bylo odpowiednio 60 i 120 minut. Mniejsze ilo$ci
zwiazkow indolowych uwalniaty si¢ po 15 minutach inkubacji w sztucznym soku zotadkowym,

co $wiadczy o tym, ze material grzybowy nie zostaje po tak krotkim czasie odpowiednio wytrawiony.

Po inkubacji materialu w sztucznym soku zoladkowym oznaczono wigcej zwiazkow
indolowych, w poréwnaniu po inkubacji w sztucznym soku jelitowym. Poréwnawczo najmniejsze
ilo$ci 5-hydroksy-L-tryptofanu i serotoniny uwolnity si¢ po 1 minucie inkubacji w roztworze sztucznej
sliny. Spos$rod analizowanych 12 gatunkéw grzybow, najubozszy sklad jako$ciowy zwiazkoéw
indolowych charakteryzowat gatunek A. polytricha, dla ktoérego oznaczono 5-hydroksy-L-typtofan,
serotoning, 5-metylotryptaming i melatoning, przy czym do sztucznej §liny po 1 min zostal uwolniony
wylacznie 5-hydroksy-L-typtofan w ilosci 10,5 mg/100 g s.m. Z kolei w przypadku P. ostreatus
w sokach trawiennych oznaczono 5-hydroksy-L-tryptofan, serotoning, tryptaming, 5S-metylotryptaming

oraz melatoning.

W otrzymanych ekstraktach badanych 12 gatunkow grzybow jadalnych stwierdzono obecno$é
czterech kwasow fenolowych: protokatechowego, p-hydroksybenzoesowego, syryngowego oraz
kwasu galusowego. Jakosciowo w badanych gatunkach nadrewnowych oznaczono trzy zwigzki:
w P. ostreatus kwas syryngowy, a w A. polytricha kwas protokatechowy i galusowy. Najmniej
korzystnym etapem uwalniania kwasow fenolowych byla inkubacja w roztworze sztucznej $liny,
prawdopodobnie ze wzgledu na krotki czas inkubacji. Po inkubacji w sztucznym soku zotadkowym,
w przypadku gatunku A. polytricha zaobserwowano wzrost uwalniania si¢ kwasu protokatechowego
wraz ze zwigkszajagcym si¢ czasem wytrawiania, i tak odpowiednio $rednia zawarto$§¢ kwasu
protokatechowego wynosita 1,0; 1,18; 2,3 mg/100g s.m. (po 15, 60 i 120 min). Po 150 min inkubacji

w sztucznym soku jelitowym, $rednia zawarto$¢ uwolnionego kwasu protokatechowego byta znacznie
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nizsza i wynosita 0,6 mg/100 g s.m. W przypadku gatunku P. ostreatus oznaczono tylko kwas
syryngowy (2,9 — 3,5 mg/100 g s.m.) po inkubacji w sztucznym soku jelitowym.

Ze wzgledu na liczebnos¢ wynikow, jak réwniez rozrzut ich wielkosci, jako element analizy
statystycznej zastosowano narzedzia chemometryczne (Statgraphics Centurion XVI), pozwalajace na
okreslenie wzajemnych powigzan jakie wystepuja pomie¢dzy obiektami (gatunkami grzybow),
a zmierzonymi zmiennymi (zawarto$cig biopierwiastkow i zwigzkami organicznymi). Zastosowano

Cluster Analysis — CA oraz Principal Component Analysis — PCA.

Doswiadczenie obejmujace badanie uwalniania substancji bioaktywnych z gatunkow grzybow
jadalnych zostato przeprowadzone po raz pierwszy i stanowi bogate zrddlo informacji na temat ich
potencjatu prozdrowotnego. W eksperymencie wykazano, ze owocniki grzybow jadalnych sa
warto§ciowym zrodtem zwiazkoéw indolowych, kwaséw fenolowych, a takze biopierwiastkow
niezbednych do prawidtowego funkcjonowania organizmu cztowieka [31]. Badania te maja charakter
innowacyjny. Dowiedziono, ze grzyby nie tylko syntezujg i akumulujg wymienione substancje

zwiazki, ale takze moga by¢ one z nich uwalniane w przewodzie pokarmowym cztowieka.

6(H) Sulkowska-Ziaja K, Szewczyk A, Galanty A, Gdula-Argasinska J, Muszynska B. 2018.
Chemical composition and biological activity of extracts from fruiting bodies and mycelial cultures of
Fomitopsis betulina. Molecular Biology Reports, 45(6): 2535-2544.

Fomitopsis betulina — biatoporek brzozowy z rodziny Fomitopsidaceae (pniarkowate) jest
powszechnie wystgpujacym grzybem nadrewnowym [75]. Owocniki stosowano w medycynie ludowej
ze wzgledu na wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, przyspieszajace gojenie ran, a takze jako srodek
przeczyszczajacy 1 wspomagajacy w schorzeniach zotadka. Wigkszos¢ opisanych powyzej

potencjalnych aplikacji terapeutycznych zostata potwierdzona badaniami naukowymi.

Celem pracy byla analiza ekstraktow, pozyskanych z kultur mycelialnych oraz poréwnawczo
z owocnikow pod wzgledem wystepowania zwiazkéw zapobiegajacych rozwojowi chorob
cywilizacyjnych. W ramach badan oceniono aktywno$¢ cytotoksyczna i przeciwzapalng ekstraktow

z kultur mycelialnych oraz z owocnikow.

Metodami zastosowanymi w badaniach byty chromatografia RP-HPLC-DAD (kwasy fenolowe,
sterole, pentacykliczne ftriterpeny), RP-HPLC-UV-VIS (pochodne indolu) oraz GC (kwasy
thuszczowe). We wspotpracy z dr Agnieszka Galanty z Katedry Farmakognozji Ul CM oznaczono
cytotoksycznos$¢ ekstraktow wobec linii ludzkich komoérek nowotworowych (raka prostaty DU145,
oraz czerniaka WM795 i A375) z uzyciem testu opartego na okresleniu aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej — LDH. Dodatkowo okreslono selektywnos$¢ dziatania cytotoksycznego ekstraktow na

prawidlowe komorki skory (fibroblasty BJ) i prostaty (PNT2).
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We wspotpracy z dr hab. Joanng Gdulg-Argasinska z Zaktadu Radioligandow UJ CM oceniono
wplyw ekstraktow na aktywno$¢ przeciwzapalng w komorkach nabtonkowych pluc A549

aktywowanych LPS. Poziom biatka prozapalnego COX-2 0znaczono technikag Western blot.

Kultury mycelialne wyprowadzono z fragmentu milodego owocnika zebranego ze stanu
naturalnego (lasy nadlesnictwa Krynica, woj. matopolskie), a nastgpnie prowadzono na podlozu
plynnym wg Oddoux [62]. Po 3-tygodniowym cyklu wzrostu, przyrosty biomasy wynosity $rednio

9,5 g suchej biomasy na litr podtoza.

Calkowita zawarto$¢ kwasow fenolowych w biomasie uzyskanej z kultur mycelialnych
wyniosta 22,56 mg/100 s.m., a w owocnikach 37,08 mg/100 s.m. W mycelium i w owocnikach
potwierdzono obecno$¢ kwasow: syryngowego, galusowego, p-hydroksybenzoesowego oraz

3,4-dihydroksyfenylooctowego.

Zarbwno w mycelium, jak i w owocnikach F. betulina zidentyfikowano 11 kwasow
thuszczowych, w tym 6 nasyconych, 4 jednonienasycone oraz 1 wielonienasycony kwas tluszczowy.
W najwigkszej ilosci w ekstraktach z kultur in vitro wystepowal kwas palmitynowy (35,8%),
a w najmniejszej kwas palmitooleinowy (0,4%). W ekstraktach z owocnikow dominowal ilo$ciowo
kwas stearynowy (41,6%), w najmniejszej iloSci wystepowal kwas cis-10-pentadekanowy (0,4%).
Zawarto$¢ kwasu palmitynowego byta 2,5-krotnie, a kwasu mirystooleinowego az 9-krotnie wigksza
w ekstraktach z kultur in vitro niz w ekstraktach z owocnikéw. Stezenie kwasu linolowego byto

az 23-krotnie wigksze w ekstraktach z kultur in vitro niz w ekstraktach z owocnikow.

Sposrod oznaczanych steroli w kulturach mycelialnych, jak i w owocnikach 0znaczono
odpowiednio — ergosterol (41,29; 103,99 mg/100 s.m.), cholekalcyferol (0,31; 6,55 mg/100 g s.m.),
nadtlenek ergosterolu (17,11; 11,88 mg/100 s.m.) oraz heksestrol (3,55; 4,01 mg/100 g s.m.).

W biomasie oznaczono niehalucynogenne zwiazki indolowe L-tryptofan, 5-hydroksy-L-
tryptofan i 5-metylotryptaming W najwickszej iloSci wystepowata 5-metylotryptamina (3,99 mg/100
s.m.), w najmniejszej L-tryptofan (1,34 mg/100 s.m.). Catkowita zawarto§¢ zwiazkow indolowych
w biomasie wyniosta 8,07 mg/100 s.m. Catkowita zawarto$¢ zwigzkoéw indolowych w owocnikach

wyniosta 10,33 mg/100 s.m.

Analiza chromatograficzna potwierdzita obecno$¢ betuliny oraz kwasu betulinowego
W owocnikach zawarto$¢ betuliny i kwasu betulinowego wynosita 0,002 i 0,0008 mg/100g s.m.,

podczas gdy w kulturach mycelialnych 0,0006 i 0,0003 mg/100g.

Po namnozeniu biomasy z kultur mycelialnych Fomitopsis betulina podj¢to probeg izolacji
i ustalenia tozsamosci zwigzkow triterpenowych. Poréwnujac otrzymane widma ‘H NMR z widmami
substancji wzorcowych oraz widmami dostgpnymi w bazach: SDBS (Spectral Database for Organic
Compound) (SDBS) i HMDB (Human Metabolome Database Version 2.5) potwierdzono tozsamo$¢
betuliny.
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Wszystkie badane ekstrakty wykazaly dzialanie cytotoksyczne wobec linii komoérkowych
zastosowanych w eksperymencie. Ekstrakt z kultur in vitro wykazywal znaczacg aktywnosé
cytotoksyczng wobec komorek raka prostaty DU145 (27,28+0,98 i 5,37+0,31% zywych komorek przy
stezeniach ekstraktu 20 i 50 pg/mL, odpowiednio) i umiarkowany wplyw na komoérki czerniaka linii
A375 (21,39+1,4% zywotnych komoérek przy stezeniu ekstraktu 50 pg/mL), podczas gdy inna linia
komoérkowa czerniaka WM795 byta mniej podatna (74,21+1,29% zywotnych komorek przy stgzeniu
50 pg/mL). Ekstrakt z biomasy z kultur mycelialnych nie wykazywat dzialania cytotoksycznego na
prawidtowe ludzkie fibroblasty i komoérki nablonkowe prostaty, co wskazuje na jego selektywnos¢.
Wyniki cytotoksycznego dziatania ekstraktow z owocnikow wykazatly umiarkowany wpltyw na
zywotno$¢ komorek czerniaka A375 i raka prostaty DU145 (odpowiednio 52,12+1,45 i 69,32+1,69%
zywych komorek przy stezeniu 50 pg/mL). Nie stwierdzono wptywu na komorki czerniaka WM795
(96,22 + 1,63% zywych komorek przy stezeniu 50 pg/mL). Ekstrakt nie mial wptywu na normalne
ludzkie fibroblasty, natomiast wykazal dziatanie cytotoksyczne wobec prawidtowych komorek

nabtonka prostaty (5,214+0,43% zywotnych komorek przy stgzeniu 50 pg/mL) [76].

Wyniki uzyskane w ramach pracy po raz pierwszy wskazaty na cytotoksyczny potencjat grzybni
hodowanej in vitro wobec komorek raka prostaty oraz komoérek czerniaka. Ponadto po raz pierwszy

opisano cytotoksyczny wptyw ekstraktow z owocnika F. betulina na wymienione linie komorkowe.

Po inkubacji z ekstraktami z owocnikéw i kultur in vitro nie stwierdzono apoptozy czy
obnizonej zywotnosci komoérek A549 aktywowanych LPS. Ekspresje COX-2 obserwowano w
komoérkach A549 aktywowanych LPS (w poréwnaniu do kontroli). Ekspresja cyklooksygenazy byta
nizsza w probkach inkubowanych z ekstraktami grzybni 10 uM i 25 uM aktywowanymi LPS w

poréwnaniu z ekstraktami z owocnikow.

Kwasy tluszczowe =zawarte w grzybach moga wspomagaé procesy przeciwzapalne
w organizmie czlowieka, ze wzgledu na duzy udzial nienasyconych kwasoéw tluszczowych.
Wielonienasycone kwasy tluszczowe (PUFA) sg prekursorami eikozanoidow, czasteczek sygnatowych
niezbednych dla prawidlowej regulacji procesow komorkowych w migsniach, naczyniach
krwionosnych, komoérkach nerwowych oraz w uktadzie odpornosciowym [76]. Eikozanoidy

zapewniaja rownowage miedzy procesami zapalnymi i przeciwzapalnymi [77].

Liczne badania wykazaty, ze ergosterol oraz produkty jego peroksydacji (nadtlenek ergosterolu)
wykazujg efekt terapeutyczny w postaci zmniejszenia odczuwania bolu zwigzanego ze stanem
zapalnym, zmniejszenie czgstosci wystgpowania chordb sercowo-naczyniowych choroby i hamuja

dziatanie enzymu cyklooksygenazy (COX) [78].

Betulina wykazuje szerokie spectrum aktywnos$ci biologicznej wobec wielu schorzen, w tym
aktywnos$¢ przeciwnowotworowg. Wchodzi w interakcje z biatkami wigzacymi czynnik regulujacy

sterole (ang. Sterol Regulatory Element-Binding Proteins, SREBP), ktére pelnig wazng role
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w aktywowaniu ekspresji genéw zaangazowanych w syntezg cholesterolu, kwasow tluszczowych

i trojglicerydow [79].

Jest to pierwsza analiza wymienionych grup zwigzkéw w biomasie z kultur in vitro
F. betulina. Wielokierunkowa aktywno$¢ biologiczna ekstraktow z F. betulina do tej pory thumaczona
jest aktywnoscia polisacharydow oraz triterpendow. Oznaczone zwigzki mogg mie¢ wplyw na

aktywno$¢ biologiczng ekstraktow.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze ekstrakty otrzymane z biomasy z kultur in vitro oraz

z owocnikow F. betulina wykazuja znaczacy potencjat leczniczy — przeciwzapalny i cytotoksyczny

7(H) Piska K, Sulkowska-Ziaja K, Muszynska B. 2017. Edible mushroom Pleurotus ostreatus
(Oyster mushroom) — its dietary significance and biological activity. Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cultus, 16(1): 151-161.

8(H) Sulkowska-Ziaja K, Muszyfska B. Gawalska A, Sataciak K. 2018. Laetiporus sulphureus —
chemical composition and medicinal value. Acta Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus, 17(1):
89-98.

W  przedtozonych pracach o charakterze pogladowym dokonano analizy najnowszego
pismiennictwa naukowego dotyczacego sktadu chemicznego i wlasciwosci biologicznych ekstraktow
oraz zwigzkdw wyizolowanych z owocnikow 1 kultur mycelialnych dwoch nadrewnowych gatunkéw
jadalnych: Pleurotus ostreatus — boczniak ostrygowaty oraz Laetiporus sulphureus — zotciak

siarkowy.

Publikacje podsumowuja i poglebiaja aktualng wiedz¢ na temat potencjalnych aplikacji
terapeutycznych gatunkéw uznawanych za grzyby lecznicze glownie w odniesieniu do chorob
cywilizacyjnych. W obu pracach zwrocono tez uwage na metodyke upraw, ktéra moze by¢ zrodtem

warto$ciowego materiatu nie tylko w aspekcie zastosowan kulinarnych.

Pleurotus ostreatus, to gatunek o szerokim zasiggu wystepowania na kuli ziemskiej. Jest
ceniony ze wzgledu na walory odzywcze. Jest bogatym zrodtem witamin, gdyz sto gramow §wiezych
owocnikow dostarcza ok. 15% zalecanej dziennej dawki witaminy C, 40% witaminy B; (tiaminy),
B, (ryboflawiny), B; (niacyny) oraz 0,5 mg witaminy B, (cyjanokobalaminy). Gatunek ten
charakteryzuje si¢ roéwniez znaczng zawarto$cig kwasu oleinowego (40%), kwasu linolenowego
(55%). W owocnikach stwierdzono obecno$¢ lowastatyny, zwiazku o silnym dziataniu
hipolipemizujacym [80] oraz pleuranu — polisacharydu o wlasciwosciach immunomodulujacych [81].
Ze wzgledu na szerokie spektrum aktywno$ci biologicznej P. ostreatus jest uwazany za grzyb
leczniczy. Ekstrakty z owocnikéw znalazly zastosowanie w leczeniu chorob cywilizacyjnych, dzigki
wlasciwosciom przeciwmiazdzycowym, hipoglikemicznym, antyoksydacyjnym,
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przeciwnowotworowym i immunomodulacyjnym. P. ostreatus jest takze potencjalnym zrodtem

aktywnych sktadnikéw o zastosowaniu w preparatach kosmetycznych.

Kolejnym przyktadem grzyba leczniczego jest Laetiporus sulphureus — gatunek od wiekow
stosowany w medycynie ludowej m.in. ze wzgledu na dziatanie przeciwgoraczkowe, przeciwkaszlowe
1 przeciwreumatyczne. Mozliwo$¢ izolacji z jego owocnikow cennych metabolitéw wtérnych, na
przestrzeni ostatnich kilku dziesigcioleci stat si¢ przedmiotem licznych prac badawczych na catym

Swiecie [82, 83].

Badania aktywnosci biologicznej surowych ekstraktow jak i pojedynczych zwiazkéw wykazaty
dzialanie m. in. przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, immunostymulujace 1 przeciw-
drobnoustrojowe. Analizy sktadu chemicznego udowodnity, ze gatunek ten bogaty jest przede
wszystkim w zwigzki o strukturze polisacharydéw. Z owocnikow i kultur mycelialnych wyizolowano

réwniez lektyny i triterpeniody m.in. z grupy lanostanu [84, 85].

Obecnie tylko kilka gatunkéw grzybow nadrewnowych ma praktyczne zastosowanie lecznicze
Wydaje si¢ wazne, aby kontynuowaé badania nad skutecznoscia i bezpieczenstwem ekstraktow
1 zwigzkoéw pochodzenia grzybowego, w tym gatunkéw, ktorych potencjat nie jest jeszcze w pelni

doceniany.
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4.3.3. Podsumowanie przedstawionego do oceny osiagniecia naukowego

Podsumowujac, w ramach badan, ktorych wyniki zostaly opublikowane w pracach przedtozonych do

oceny:

e wykazalam, Ze ekstrakty z owocnikow i biomasy z kultur mycelialnych objetych analizg
12 nadrewnowych gatunkéw grzybow leczniczych sa bogatym zrodlem substancji

o wielokierunkowym dziataniu leczniczym 1(H)-6(H)

e po raz pierwszy udowodnitam obecno$¢ kwasow fenolowych w owocnikach: Daedaleopsis
confragosa, Fomitopsis pinicola, Gloeophyllum sepiarium, Fomitopsis betulina, Phellinus

igniarius, Phellinus pini, Phellinus pomaceus oraz Phellinus robustus 1(H); 4(H); 6(H)

e po raz pierwszy udowodnitam obecno$¢ niehalucynogennych pochodnych indolu
w owocnikach: Fomitopsis betulina, Phellinus igniarius, Phellinus pini, Phellinus pomaceus,
Phellinus robustus, Sparassis crispa 2(H); 4(H); 6(H)

e po raz pierwszy stwierdzitam obecno$¢ ergosterolu w owocnikach Sparassis crispa 2(H)

e po raz pierwszy oznaczylam jakosciowo i ilo§ciowo w biomasie otrzymanej w warunkach
in vitro Fomitopsis betulina kwasy ttuszczowe, kwasy fenolowe, zwigzki indolowe, sterole

oraz triterpeny pentacykliczne 6(H)

e oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej ekstraktow z owocnikow oraz biomasy otrzymanej
w warunkach in vitro Fomitopsis betulina wobec komoérek nowotworowych raka prostaty
DU145 oraz prawidlowych komorek prostaty PNT-2 zostato przeprowadzone po raz pierwszy

6(H)

e oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej ekstraktow z owocnikow oraz biomasy otrzymanej
w warunkach in vitro Fomitopsis betulina wobec komoérek nowotworowych czerniaka
WM795 i A375 (réznigcych si¢ potencjatem przerzutowym) oraz prawidtowych komorek

skory przeprowadzono po raz pierwszy 6(H)

e oznaczenie aktywnoS$ci przeciwzapalnej ekstraktow z owocnikdw oraz biomasy otrzymanej
w warunkach in vitro Fomitopsis betulina w komorkach nabtonkowych pluc A549
aktywowanych LPS z zastosowaniem techniki Western blot (oznaczenie poziomu biatka

prozapalnego COX-2) zostato przeprowadzone po raz pierwszy 6(H)
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e po raz pierwszy wyizolowatam i zidentyfikowatam w ekstrakcie z owocnikow D. confragosa

oraz F. pinicola zwiazek o strukturze kwasu fenolowego — kwas protokatechowy 1(H)

e po raz pierwszy wyizolowatam i zidentyfikowatam w ekstrakcie z biomasy otrzymanej
w warunkach in vitro Fomitopsis betulina zwigzek o strukturze triterpenoidu pentacyklicznego
— betuline 6(H)

e w ramach badan opracowano optymalne warunki rozdzialu zwigzkow indolowych
w ekstraktach z owocnikow metoda TLC polaczong z detekcja densytometryczng oraz

przeprowadzono walidacje metody 4(H)

e w ramach badan przeprowadzono walidacjc metody oznaczen kwaséw fenolowych

w ekstraktach z owocnikow metoda HPLC 4(H)

e po raz pierwszy przeprowadzono badania stopnia uwalniania substancji bioaktywnych
obecnych w owocnikach jadalnych gatunkéw nadrewnowych — Pleurotus ostreatus
i Auricularia polytricha — (biopierwiastkow, kwasow fenolowych oraz zwiazkoéw indolowych)

do sztucznych sokow trawiennych 5(H)

e po raz pierwszy udowodniono zdolno$¢ mykoremediacji metali cigzkich (kadmu i olowiu)

przez grzybnig¢ Laetiporus suphureus otrzymang w warunkach in vitro 3(H)

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan z zakresu mykochemii oraz biotechnologii
leczniczych gatunkéw grzybow nadrewnowych, ktorych rezultatem jest osiagniecie naukowe, bedace

podstawa ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego maja charakter nowatorski.

W ramach zrealizowanych zadan badawczych, poznany zostal sktad chemiczny i aktywnos$¢
biologiczna ekstraktow z owocnikow oraz z biomasy otrzymanej w warunkach in vitro, wybranych
grzybow nadrewnowych. Uzyskane wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan przyczynity si¢ do
poszerzenia wiedzy na temat prozdrowotnego potencjatu gatunkéw bedacych powszechnym
sktadnikiem rodzimej mykoflory. Waznym aspektem badania terapeutycznego potencjatu gatunkéw
jadalnych bylo okre$lenie stopnia uwalniania do sztucznych sokéw trawiennych zwigzkow
bioaktywnych zawartych w materiale pochodzagcym z gatunkow jadalnych, oraz okre$lenie zdolnosci

mykoremediacji przez mycelium uzyskane w warunkach in vitro.
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5. Oméwienie pozostalych osiaggnie¢ naukowo — badawczych

5.1. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia haukowego doktora nauk
farmaceutycznych

Z Katedra i Zakladem Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum zwigzana jestem od 1995. Jako absolwentka jednolitych studiow magisterskich na kierunku
biologia (specjalno$¢: biologia ogdlna/antropologia), na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonskiego zostatam zatrudniona poczatkowo na etacie naukowo—technicznym, a od

roku 1997 na etacie asystenta.

Pracujac na etacie naukowo—technicznym zapoznatam si¢ z metodyka zaktadania i prowadzenia
roznych typoéw kultur mycelialnych grzyboéw wielkoowocnikowych, przygotowywaniem podtozy

hodowlanych oraz pracg w warunkach sterylnych.

1.10.1997 na wniosek 6éwczesnego kierownika Katedry i Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej

Prof. dr hab. Stanistawa Kohlmiinzera awansowatam na etat naukowo—dydaktyczny — asystenta.

W latach 1998-2000, jako wykonawca, bratam udziat w projekcie finansowanym przez Komitet
Badan Naukowych (Grant KBN nr 501/G/140/98) kierowanym przez Prof. dr hab. Stanislawa
Kohlmiinzera. Gléwnym celem projektu byla ocena zawarto$ci zwiazkéw pochodnych indolu
o charakterze niehalucynogennym w owocnikach i kulturach mycelialnych gatunkéw grzybow
wielkoowocnikowych. W ramach projektu bratam udziat w analizie tacznie kilkudziesigciu gatunkow
grzybow z typow Ascomycota i Basidiomycota. Na podstawie analiz ekstraktow metodami
chromatograficznymi (TLC, PC, RP-HPLC) oraz spektralnymi (EI-MS, spektroskopia UV-VIS),
dowiedziono, ze zarowno owocniki, jak i biomasa z kultur mycelialnych grzyboéw posiadajg zdolnosé
akumulowania niehalucynogennych zwiazkéw indolowych o charakterze neuroprzekaznikow, czy

antyoksydantow (Zalgcznik 4/11/A: publikacja 38-0).

Rownolegle z analiza zwigzkéw indolowych prowadzitam inne badania z zakresu
biotechnologii grzybow wyzszych. Dotyczyly one m.in. optymalizacji warunkéw prowadzenia kultur
mycelialnych w celu uzyskania maksymalnych przyrostow biomasy (modyfikacje sktadu podioza
hodowlanego, badanie wptywu warunkéw fizycznych i chemicznych) oraz mozliwosci pozyskania
aktywnych biologicznie metabolitow (m.in. kwasow tluszczowych, kwasow fenolowych, steroli)
z grzybowych kultur in vitro na drodze endogennej biosyntezy. Przedmiotem badan byty owocniki
i kultury mycelialne takich gatunkéw jak Russula emetica — gotgbek wymiotny, Mycena pura —
grzybowka fioletowawa, Gymnopilus spectabilis — tysak wspaniaty, Cortinarius varius — zastonak

ceglastozotty i inne.

Efektem nabytej wiedzy oraz doswiadczen byla interdyscyplinarna praca doktorska

zrealizowana pod kierunkiem Promotora — Prof. dr hab. Haliny Ekiert, aczaca aspekt
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biotechnologiczny z metodami badawczymi stosowanymi w chemii analitycznej, biochemii,
mikrobiologii oraz biologii molekularnej pt. ,,Analiza chemiczna owocnikéw grzybni z kultur
in vitro Sarcodon imbricatus (L.) P. Karst. oraz aktywno$¢ biologiczna frakcji
polisacharydowych”. Badanym gatunkiem byl Sarcodon imbricatus — sarniak dachowkowaty,
z rodziny Bankeraceae — kolcownicowate (typ Basidiomycota), podlegajacy wowczas Scistej ochronie
na terenie Polski (uzyskano zgode Ministra Srodowiska na zbior owocnikéw do badan). Z warstwy
hymenialnej owocnika zainicjowatam kultury mycelialne. Na podstawie analizy DNA otrzymanego
mycelium metoda PCR-RFLP, potwierdzitam jego tozsamo$¢ genetyczng z macierzystym

owocnikiem.

Przeprowadzone przeze mnie badania przyczynily si¢ do poszerzenia wiedzy na temat
zwigzkow bioaktywnych wystepujacych w owocnikach S. imbricatus oraz okreslenia zdolnosci
biosyntetycznych mycelium uzyskanego w warunkach in vitro. Ustalitam, ze kultury mycelialne
zachowuja zdolno$¢ syntezy szeregu metabolitow wystepujacych w owocnikach. Przyktadami moga
by¢ ergosterol, zwigzki indolowe, kwasy fenolowe. Z drugiej strony wykazatam, ze kultury mycelialne
maja zdolnos¢ do wytwarzania zwigzkéw niewystepujacych w owocnikach. Przyktadem byl inny

jakosciowo sktad kwaséw tluszczowych w owocnikach i w mycelium z kultur in vitro.

Badania aktywno$ci biologicznej frakcji polisacharydowych wyizolowanych zaréwno
z owocnikow, jak i z kultur mycelialnych wykazaly aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec licznych
szczepow bakteryjnych G(+) i G(-), oraz zdolno$¢ hamowania replikacji wirusa HPV-1. Ponadto
w przeprowadzonych testach in vitro, badane frakcje polisacharydowe wykazaty aktywno$é
cytotoksyczng w stosunku do linii komérek nowotworowych — zwierzecych (melanoma B16, sarcoma

XC) oraz ludzkiej (komorek raka sutka).

Wyniki mojej pracy doktorskiej udowodnity, ze kultury mycelialne S. imbricatus moga
stanowi¢ potencjalne, niezalezne od pér roku, warunkéw klimatycznych etc., alternatywne wobec
owocnikow ze stanu naturalnego, zrodlo pozyskiwania biologicznie aktywnych metabolitow,
w szczegolnosci wykazujacych dziatanie biologiczne frakcji polisacharydowych. Wyniki pracy miaty
charakter nie tylko poznawczy, ale réwniez aplikacyjny. Na tym etapie, wyniki prac na biezaco
prezentowane byly na konferencjach krajowych oraz o zasiggu miedzynarodowym (Zalgcznik

4/111/D: 37-Z; 39-Z; 42-Z; 25- 31-K; 32-K; 34-K; 36-K; 40-K).

Réwnoczesnie z tematyka pracy doktorskiej we wspotpracy z dr hab. Bozeng Muszynska, prof.
UJ, kontynuowatam badania zawartosci niehalucynogennych pochodnych indolu w gatunkach
grzybow zaliczanych do jadalnych. Badania ekstraktow z owocnikoéw gatunku Lactarius deterrimus —
mleczaj $wierkowy, metoda TLC sprzgzong z detekcjg densytometryczng (wspotpraca
z dr A. Maslanka z Katedry i Zaktadu Chemii Nieorganicznej i Analitycznej), wykazaly obecno$é
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szeregu zwigzkow o strukturze indolowej: (L—tryptofanu, tryptaminy, melatoniny, indolu oraz kwasu
B-indolilooctowego) (Zatgcznik 4/11/A: publikacja 37-0).

W ramach projektu finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (badania
wlasne) ”Badania mykochemiczne owocnikow i kultur in vitro gatunku grzyba wielkoowocnikowego
Tricholoma equestre (L. ex Fr.)” realizowanego w latach 2005-2007 skupitam sie na jadalnym
gatunku powszechnie wystepujacym na terenie Polski — Tricholoma equestre (gaska zielonka).
Kultury mycelialne wyprowadzitam z warstwy hymenialnej owocnikoéw zebranych w lasach
Wielkopolski. W ramach badan testowatam podloza sprzyjajace =zainicjowaniu kultur oraz
najwigkszym przyrostom biomasy (podloza wzrostowe). Zastosowalam 4 rodzaje podlozy
hodowlanych (wg Oddoux, wg Pachlewskiego, PDA i MNM), ktorych doboru dokonatam na
podstawie danych z pi$miennictwa naukowego, a takze wtasnych doswiadczen z prowadzenia kultur
mycelialnych. Do zainicjowania kultur najkorzystniejsze okazato si¢ podloze wg Oddoux, natomiast

najwicksze przyrosty biomasy uzyskatam na podtozu ptynnym PDA [86].

Nastgpnie we wspotpracy z dr hab. Bozeng Muszynska, prof. UJ w ekstraktach metanolowych
z uzyskanej biomasy oznaczylam zawarto$¢ zwigzkow o charakterze indolowym. W biomasie
uzyskanej z kultur rosngcych na pozywce wg Oddoux potwierdzitam obecnosé L-tryptofanu,
5-hydroksy-L-tryptofanu, tryptaminy oraz jej pochodnych serotoniny i melatoniny. Wykazatam duzg
przydatno$¢ metod TLC i RP-HPLC w rozdziatach i ilo§ciowym oznaczeniu metabolitéw indolowych
w mycelium otrzymanym w warunkach in vitro. Rownolegle prowadzitam analiz¢ zwigzkow
indolowych w owocnikach, a uzyskane wyniki wykazaly podobny sktad jako$ciowy zwigzkow
indolowych. Wyniki tych badan zostaly opublikowane (Zalgcznik 4/11/A: publikacja 36-O) oraz
przedstawione na konferencjach naukowych w formie posteréw i referatow (Zalgcznik 4/111/D: 44-Z;

48-7; 49-Z; 25- 30-K).

Ze wzgledu na zainteresowanie aktywnoscia biologiczng zwigzkéw wystepujacych w grzybach
wielkoowocnikowych, napisalam publikacje o charakterze pogladowym dotyczaca aktywnych
substancji pochodzenia grzybowego o0 znaczeniu przeciwnowotworowym, pozyskiwanych
z owocnikow oraz z biomasy z kultur mycelialnych. W pracy opisalam m.in. mechanizm dzialania
przeciwnowotworowego polisacharydow, scharakteryzowatam ich budowe¢ chemiczng oraz
dokonatam przegladu najwazniejszych polisacharydow stosowanych w terapii onkologicznej. Ponadto
zwrocitam uwage na inne grupy zwigzkow o aktywnos$ci immunomodulacyjnej wystepujace
powszechnie w grzybach, takie jak terpenoidy (Zalgcznik 4/11/A: publikacja 22-P). Inna praca
o charakterze pogladowym dotyczyla charakterystyki glownych grup zwiazkéw i pierwiastkow
o udowodnionej aktywnosci biologicznej w wybranych gatunkach grzybow z typu Basidiomycota
(Zatgcznik 4/11/A: publikacja 21-P).
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Od poczatku pracy naukowej aktywnie uczestniczytam w konferencjach naukowych zaréwno
krajowych (21 doniesien konferencyjnych), jak i migdzynarodowych, w kraju oraz za granica (16
doniesien konferencyjnych), prezentujac wyniki realizowanych przeze mnie badan w formie posterow

oraz wystapien ustnych.

W roku 2006 reprezentowatam Wydzial Farmaceutyczny UJ CM na II Migdzynarodowej
Konferencji Naukowej ,,Bioplanta 2006 odbywajacej si¢ w Sfaxie (Tunezja). Celem sympozjum
byla wymiana do§wiadczen naukowcow z osrodkéw naukowych z Tunezji, Francji, Polski, Algierii,
Palestyny, Iranu i Niemiec na temat substancji naturalnych w aspekcie terapeutycznym, zywieniowym
oraz ekologicznym. W trakcie sympozjum wygtositam wyktad plenarny ,,Phenolic compounds and
indole derivatives in plant in vitro cultures, mycelial cultures and fruit bodies of macromycetes” oraz
na zaproszenie organizatorow przewodniczytam sesji plenarnej poswigconej substancjom naturalnym,

jako nowoczesnym terapeutykom.

W czasie przed uzyskaniem tytutu doktora bytam opiekunem pigciu realizowanych w Katedrze i
Zaktadzie Botaniki Farmaceutycznej prac magisterskich z zakresu mykochemii i biotechnologii

grzybow wyzszych.

Przeprowadzone w tym czasie badania realizowalam w ramach czterech projektow
finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego na utrzymanie potencjatu
badawczego, w dwdch projektach, jako kierownik — badania wtasne oraz w dwoéch projektach, jako

wykonawca — badania statutowe.

Swoje kwalifikacje naukowe rozwijatam w czasie licznych stazy odbywanych w krajowych

jednostkach naukowych, szkolen, seminariow i warsztatow (Zalgcznik 4/111/L,Q).
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5.2. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk
farmaceutycznych

Po uzyskania stopnia naukowego doktora, mdj dorobek naukowy z wylaczeniem prac
stanowigcych osiagni¢cie naukowe obejmuje 59 artykutow oryginalnych i pogladowych, z ktérych
29 to prace anglojezyczne w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym, ktérych wspotczynnik
oddziatywania IF = 47,035, a warto$§¢ punktow MNISW = 848. Ponadto jestem wspotautorka
8 monografii, w tym 4 w jezyku angielskim, oraz autorkg 55 komunikatéw zajazdowych, z czego
34 dotyczy konferencji miedzynarodowych, a 21 konferencji krajowych.

Wyniki uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej zostalty opublikowane w postaci czterech
publikacji oryginalnych (Zalgcznik 4/11/A: publikacje 14-O; 25-O; 28-O; 35-0), a takze
zaprezentowalam je na konferencjach naukowych miedzynarodowych i krajowych (Zatgcznik 4/111/B:

34-Z; 38-Z; 41-Z; 15-K; 19-K).

W tym czasie szczegélng uwagg poswiecitam gatunkom wielkoowocnikowych grzybow
nadrewnowych o potencjale leczniczym. Gléwnym aspektem mojej dziatalnos$ci naukowej stata sig
jakosciowa 1 ilosciowa analiza zwigzkéw bioaktywnych wystgpujacych w owocnikach oraz

akumulowanych w biomasie otrzymanej w warunkach in vitro.

W ramach prac o charakterze biotechnologicznym opracowalam strategie majgce na celu
efektywna produkcje bioaktywnych metabolitéw w kulturach mycelialnych Ganoderma appalnatum —
lakownica splaszczona. Przetestowalam rozne stezenia oraz rdzny czas suplementacji podtoza
hodowlanego elicytorem jasmonianem metylu (MeJa) — w celu zwigkszenia produkcji triterpendéw
pentacyklicznych (m.in. kwasu ganodermowego A) oraz dodatek prekursorow szlakéw
biogenetycznych — fenyloalaniny oraz kwasu antranilowego, w celu zwigkszenia akumulacji
odpowiednio kwasow fenolowych i zwigzkow indolowych w kulturach mycelialnych. Wynikiem
elicytacji byt 2-krotny wzrost zawartosci triterpenow (po dodatku MeJa w stezeniu 150 uM, w 6 dniu
hodowli). Réwniez dodatek prekursorow spowodowal przyrosty produkcji kwasow fenolowych
i zwigzkow indolowych. Nastepny etap badan stanowi¢ bedzie izolacja i identyfikacja zwigzkoéw
triterpenowych z kultur mycelialnych. Wyniki prac sg na biezaco prezentowane na konferencjach

naukowych, nie zostaly jeszcze opublikowane (Zalgcznik 4/111/B: 5-Z; 14-Z).
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Réwnolegle do badan stanowigcych podstawe osiggnigcia naukowego, kierunkami badawczymi

realizowanymi we wspolpracy z dr hab. Bozeng Muszynska, prof. UJ z macierzystej jednostki byty:

Zwiqzki indolowe w owocnikach i kulturach mycelialnych jadalnych gatunkow grzybow

Celem badan byta jakosSciowa i ilosciowa analiza zawartosci niechalucynogennych zwiazkoéw
pochodnych indolu w owocnikach i biomasie z kultur mycelialnych gatunkéw jadalnych
(Basidiomycota). W ekstraktach metanolowych z Agaricus bisporus — pieczarka dwuzarodnikowa,
Armillaria mellea — opienka miodowa, Boletus badius (obecnie Imleria badia) — podgrzybek brunatny,
Boletus edulis — borowik szlachetny, Calocera viscosa — pieknorog lepki, Cantharellus cibarius —
pieprznik jadalny, Lactarius deliciosus — mleczaj rydz, Suillus luteus — maslak zwyczajny, stosujac
rozdziat chromatograficzny metoda RP-HPLC z detekcja UV-VIS potwierdzono obecnos¢ licznych,
fizjologicznie aktywnych pochodnych indolu, w tym L-tryptofanu, 5-hydroksy-L-tryptofanu,
serotoniny, melatoniny, tryptaminy oraz produktow degradacji tryptofanu: siarczanu kynureniny
i kwasu kynureninowego (Zatgcznik 4/1I/A: publikacje 17-0O; 23-0O; 24-0O; 26-0; 32-0; 34-0).

Zwigzki indolowe w owocnikach jadalnych gatunkow grzybow poddanych obrébce termicznej

Kolejne badania zawartosci zwigzkow pochodnych indolu dotyczyly wykazania wptywu
materialu poddanego obrobce termicznej (nasladujacej sposéb przygotowywania potraw). Badaniom
poddano owocniki jadalnych gatunkéw: Boletus badius — podgrzybek brunatny, Cantharellus cibarius
— pieprznik jadalny, Lactarius deliciosus — mleczaj rydz, Macrolepiota procera — czubajka kania,
Pleurotus ostreatus — boczniak ostrygowaty i Suillus bovinus — maslak zwyczajny. Uzyskane wyniki
wskazaty, Zze obrobka termiczna powoduje nieznaczne obnizenie zawartosci zwigzkow indolowych,
w stosunku do materialu niepoddanego gotowaniu. Analiza jakoSciowa potwierdzita obecnosé
L-tryptofanu i 5-hydroksy-L-tryptofanu, bedacych prekursorami takich zwigzkow indolowych
o aktywnosci biologicznej jak serotonina czy melatonina. Badania miaty charakter innowacyjny,

i zostaly przeprowadzone po raz pierwszy (Zatgcznik 4/ II/A: publikacje 18-0O; 21-0).

Analiza zawartosci kwasow fenolowych w owocnikach jadalnych gatunkow grzybow

W gatunkach jadanych (A. mellea, B. badius, B. edulis, C. cibarius, L. deliciosus i P. ostreatus)
analizowano zawarto$¢ kwasow fenolowych oraz kwasu cynamonowego. Stwierdzono obecnos¢
kwasu protokatechowego, p-hydroksybenzoesowego, p-kumarowego, ferulowego, synapinowego
1 wanilinowego oraz kwasu cynamonowego. Caltkowita zawarto$¢ kwasow fenolowych w badanych
gatunkach miescita si¢ w zakresie od 6,00 mg/kg s.m. (A. mella) do 48,25 mg/kg s.m. (B. badius).

Dominujgcymi iloSciowo zwigzkami byly kwasy: protokatechowy, p-hydroksybenzoesowy,
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synapinowy oraz kwas cynamonowy. Uzyskane wyniki wskazuja, ze gatunki jadalne akumuluja
znaczne ilosci kwasow fenolowych o wielokierunkowym dziataniu prozdrowotnym (Zatgcznik 4/11/A:

publikacje 13-0; 19-0O; 20-0).

Analiza zawartosci zwiqzkéw biologicznie czynnych i biopierwiastkéow w wybranych gatunkach

roslin leczniczych oraz W roslinnych kulturach in vitro

Analiza zawarto$ci zwigzkéw indolowych w cebulach Allium sativum — czosnku zwyczajnego,
pochodzacego z upraw w réznych regionach $wiata, a takze w czosnku granulowanym, wykazata
obecno$¢ L-tryptofanu, 5-hydroksy-L-tryptofanu, melatoniny i 5-metylotryptaminy. We wszystkich
analizowanych ekstraktach oznaczono L-tryptofan, ktorego zawartos¢ wynosita $rednio 38,05 mg/100
g s.m. oraz serotoning, ktorej zawarto$¢ wynosita srednio 82,54 mg/100 g s.m. Najmniejsza ilo$¢ tego
zwiazku znajdowata si¢ w czosnku pochodzacym z Polski i Hiszpanii (64,18 mg/100 g s.m. oraz 64,25
mg/100 g s.m.), a najwigksza w cebulach pochodzacych z Gruzji i Meksyku (98,95 mg/100 g s.m. oraz
98,69 mg/100 g s.m.). W badanych probkach (z wyjatkiem czosnku granulowanego) potwierdzono
niewielka zawarto§¢ melatoniny (0,01 mg/100 g s.m. w przypadku czosnku z Meksyku,
0,2 mg/100 g s.m. w cebulach z Hiszpanii) (Zatgcznik 4/II/A: publikacja 31-O).

Inne badania wykonane we wspoétpracy z dr. hab. J. Gdulg-Argasinskg z Zaktadu
Radioligandow UJ CM oraz dr hab. P. Pasko z Zaktadu Bromatologii UJ CM, dotyczyly oznaczen
kwasow fenolowych oraz pochodnych indolu w kietkach czosnku, dla ktorych okreslono rowniez
dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne. Wykazano zwigzek migdzy sktadem chemicznym i
aktywnos$cig biologiczng w zaleznosci od warunkéw $wietlnych, jakie towarzyszyly procesowi

kietkowania (Zatgcznik 4/II/A: publikacja 7-0O).

Bratam réwniez udziat w badaniach suplementacji podtoza hodowlanego roslinnych kultur in
vitro Bacopa monnieri — bakopa drobnolistna z rodziny Plantaginaceae — babkowate, polegajacej na
dodaniu do podstawowego sktadu pozywki wg Murashige i Skooga: siarczanu(VI) magnezu,
wodoroasparaginianu cynku, L-tryptofanu, seryny i kwasu antranilowego (w roznych stgzeniach).
Metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej (ASA) (we wspolpracy z Zespolem Katedry Chemii
Analitycznej, Wydziatu Inzynierii Materialowej i Ceramiki AGH w Krakowie) oznaczono zawartos¢
biopierwiastkow (Mg, Zn, Cu, Fe, K, Na, Ca) w uzyskanej biomasie. Na podstawie przeprowadzonych
badan stwierdzono zalezno$¢ migdzy stopieniem akumulacji biopierwiastkow w biomasie B. monnieri,

a rodzajem suplementowanego zwiazku (Zalgcznik 4/1I/A: publikacja 15-0).

Analiza chemiczna metabolitow akumulowanych w biomasie z kultur pedowych Bacopa
monierii dotyczyla oznaczen kwasow fenolowych i zwiazkéow indolowych. Badania te zostaly

przeprowadzone po raz pierwszy, w duzym stopniu przyczyniajac si¢ do poszerzenia wiedzy na temat
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jednej z kluczowych roslin systemu Ajurweda, ktorej aktywnos¢ biologiczna do tej pory thumaczona

byta obecnoscig saponin steroidowych — bakozydow (Zalgcznik 4/I1/A: publikacja 10-O).
Analiza zawartosci metabolitow wtornych w wybranych gatunkach alg

Kolejnym kierunkiem badawczym byty analizy chemiczne wybranych gatunéw mikroalg:
Chlorella vulgaris — chlorella zwyczajna oraz Spirulina sp. Eksperymenty byly przeprowadzone
z wykorzystaniem suplementow diety, zawierajacych wymienione gatunki alg, ktére poddano analizie
na zawarto§¢ zwiazkow deklarowanych przez producenta (m.in. luteina) i skuteczno$ci zastosowane;j

formulacji (m. in. tabletki, kapsutki) (Zalgcznik 4/II/A: 2-O; 4-0O).

Badanie aktywnosci biologicznej owocnikow grzybow jadalnych w kontekscie ich bezpieczenstwa
dla czlowieka

W ramach wspotpracy z Zaktadem Farmakognozji, Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
w Belgradzie — nawigzanej przez dr hab. B. Muszynska w 2015 roku, bratam udzial w badaniach,
ktérych celem byto ustalenie, bezpieczenstwa spozywania owocnikow grzyba zaliczanego do
gatunkow jadalnych Tricholoma equestre — gaska zielonka. Owocniki spozywane w matych
ilosciach sa zrodtem skladnikéw odzywczych m.in. kwaséw tlhuszczowych, steroli oraz
biopierwiastkow, natomiast spozywane w nadmiarze mogg by¢ powodem radbomiolizy (zespot
objawoéw chorobowych wywotanych masywnym rozpadem tkanki mig$niowej poprzecznie
prazkowanej). W przeprowadzonych badaniach analizowano zawartosci zwigzkow bioaktywnych,
biopierwiastkow oraz okreslono aktywno$¢ antyoksydacyjna, przeciwbakteryjng, przeciwgrzybicza
1 przeciwzapalng ekstraktow otrzymanych z owocnikdéw. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca,
przeciwdrobnoustrojowa, caltkowita zawarto$¢ zwigzkow fenolowych oraz zawarto$¢ pierwiastkow
wykazywala nizsze wartosci w poroOwnaniu z innymi gatunkami jadalnymi, natomiast
przeprowadzone oznaczenia potwierdzilty wiasciwosci prozapalne tego gatunku, co moze mieé
zwigzek z pojawiajacymi si¢ przypadkami rabdomiolizy. Efektem wspotpracy migdzynarodowej jest
publikacja oraz komunikaty zjazdowe migdzynarodowe oraz krajowe (Zalgcznik 4/1I/A: publikacja
3-0), (Zalgcznik 4/111/B: 8-Z; 5-K).

Tematyka prac poglgdowych

Zwiazki chemiczne i biopierwiastki wystgpujace w owocnikach i biomasie z kultur in vitro oraz
charakterystyka ich aktywnosci biologicznej byla tematem licznych prac pogladowych
opublikowanych w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym i krajowym. W kolejnych pracach
opisano zwiazki bezazotowe, mykosterole, karotenoidy oraz triterpeny. W innej pracy zebrano
informacje na temat wtasciwosci leczniczych i dietetycznych wybranych jadalnych grzybow

wielkoowocnikowych. Surowce naturalne pochodzenia roslinnego i grzybowego byly réwniez
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przedmiotem opracowania podsumowujacego ich rolg w profilaktyce i wspomaganiu leczenia depresji
(Zatgcznik 4/I1/A: publikacje 2-P; 7-P; 8-P; 9-P; 15-P; 17-P; 18-P; 20-P).

Tematyke biotechnologii grzybow wielkoowocnikowych podjetam w pracy podsumowujacej
owczesny stan wiedzy o kulturach mycelialnych oraz opisalam wybrane wyniki wlasne z zakresu
biotechnologii grzybow wielkoowocnikowych prowadzone w Katedrze i1 Zakladzie Botaniki

Farmaceutycznej UJ CM (Zalgcznik 4/I1/A: publikacja 19-P).

Bylam rowniez autorka prac podsumowujacych aktualny stan wiedzy na temat wlasciwosci
dietetycznych, terapeutycznych, kosmetycznych oraz kierunki aktywnosci biologicznej okreslonych
gatunkow grzybow wielkoowocnikowych takich jak: Armillaria mellea — opienka miodowa,
Auricularia auricularia judae — uszak bzowy, Cantharellus cibarius — pieprznik jadalny, Fomitopsis
betulina — biatoporek brzozowy, Lentinula edodes — twardnik japonski, Trametes versicolor —
wrosniak réznobarwny, Saccharomyces cerevisiae — drozdze piekarnicze (Zalgcznik 4/1I/A:
publikacje 1-P; 3-P; 4-P; 5-P; 10-P; 11-P; 12-P; 14-P; 34-P).

Efektem mojej pracy byl rowniez wspotudziat w opracowaniu o$miu monografii (Zalgcznik

4/11/D: 1-M; 2-M; 3-M; 4-M; 5-M; 6-M; 7-M; 8-M), w tym czterech w jezyku angielskim.

Aktualnie realizowany przeze mnie projekt badawczy, ktorego jestem kierownikiem
(K/ZDS/007859) dotyczy analizy zwigzkéw pochodzenia grzybowego o potencjalnym zastosowaniu
w lecznictwie 1 kosmetologii. Coraz czegs$ciej w skladzie preparatow o charakterze zaré6wno
kosmeceutykow, jak i nutraceutykéw wykorzystywanych w pielegnacji oraz profilaktyce chordb
skory, mozemy znalez¢ ekstrakty z owocnikdw oraz z biomasy z kultur mycelialnych grzybow

leczniczych.

Cenne w kosmetologii wlasciwosci ekstraktow z grzyboéw polegajace na dzialaniu
wybielajacym, zwigzane sg z wystgpowaniem inhibitoréw tyrozynazy. Naleza do nich m.in. kwas
kojowy, hydrochinon czy 3,4-dihydroksybenzaldehyd. Przeprowadzitam ocen¢ wptywu ekstraktow
otrzymanych z grzybow nadrewnowych na aktywno$¢ tyrozynazy w warunkach in vitro. Badania maja
charakter pilotazowy i realizowane sa we wspotpracy z dr Anng Apola z Katedry i Zaktadu Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej UJ CM.

Z kolei we wspotpracy z dr Karoling Grabowska z Katedry Farmakognozji UJ CM okreslony
zostat stopien inhibicji aktywnosci hialuronidazy przez ekstrakty z biomasy z kultur in vitro. Czes¢
otrzymanych wynikow zostala przedstawiona na konferencjach krajowych i migdzynarodowych

w formie posterow oraz wystapien ustnych (Zalgcznik 4/111/B: 3-Z; 1-K; 2-K).

Zwiazki chemiczne grzybow i ich zastosowanie w kosmetologii byly tematem obszernej pracy

pogladowej, w ktorej podsumowalam aktualny stan wiedzy na temat aplikacji kosmetycznych
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ekstraktow z grzybow wielkoowocnikowych. W pierwszej czgsci pracy dokonalam przegladu
gatunkéow z typow Basidiomycota i Acsomycota wykorzystywanych w produkcji preparatow
kosmetycznych. Nastepnie scharakteryzowalam najwazniejsze substancje pochodzenia grzybowego
majace zastosowanie w kosmetologii (m.in. polisacharydy, karotenoidy, kwasy tluszczowe, trehalozg,

ergotioneing, dysmutaze nadtlenkowa, inhibitory tyrozynazy) (Zalgcznik 4/11/A: publikacja 5-P).
Moje osiagnigcia naukowe zostaty pieciokrotnie wyrdznione nagroda dziekana Wydziatu

Farmaceutycznego UJ CM w latach 2011-2015.

Wykaz wszystkich opublikowanych prac naukowych (publikacje naukowe, komunikaty
zjazdowe) oraz informacje o osiggnieciach dydaktycznych, wspoélpracy naukowej, odbytych
stazach, dzialalnos$ci organizacyjnej oraz dzialalno$ci popularyzujacej nauke, szczegélowo

opisalam w zalaczniku nr 4.
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6. Bibliometryczne podsumowanie osiaggni¢¢ naukowych

Mo¢j dorobek naukowo-badawczy (na dzien 18.02.2019) obejmuje:
Laczna liczba publikacji — 73
w tym, w 20 pracach jestem pierwszym autorem, oraz w 19 autorem korespondencyjnym
Publikacje znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports — 39
e Publikacje oryginalne — 34
e Publikacje pogladowe — 5

Publikacje bez Impact factor — 30
e Publikacje oryginalne — 10
e Publikacje pogladowe — 20
Pozostate publikacje, w tym popularnonaukowe — 4

Liczba monografii ksigzkowych — 8

Laczny wspodtczynnik Impact Factor IF = 56,02
Laczna liczba punktéw MNiSW = 1003

Liczba cytowan wedlug bazy Web of Science — 365
Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science — 12

Liczba projektow badawczych — 10, w tym:

Kierownik projektu — 6
Projekty statutowe w ramach dotacji MNiSW na utrzymanie potencjalu badawczego — 3

Projekty indywidualne przyznawane w ramach dotacji MNiSW na utrzymanie potencjatu badawczego — 3

Wykonawca: 4
Grant Komitetu Badan Naukowych — 1

Projekty statutowe w ramach dotacji MNiSW na utrzymanie potencjalu badawczego — 3
Laczna ilo$¢ streszezen ze zjazdow — 92

e miedzynarodowych — 50

e krajowych — 42

Laczna ilo§¢ wykonanych recenzji — 21
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