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10.1996 — 09.1997 asystent-stazysta w Zaktadzie Mikrobiologii Przemystowej
10.1997 — 09.2002 asystent w Zakfadzie Mikrobiologii Przemystowej



10.2002 — obecnie  adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Przemystowej

a) Studia i praca magisterska

Studia biologiczne rozpoczatem w 1991 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie. W trakcie studiéw, w ramach Kota
Naukowego Biochemikbw UMCS bratem wudziat w badaniach dotyczgcych ko-
metabolicznego oddziatywania gwajakolu w hodowlach wgtebnych grzybow z rodzaju
Pleurotus. Zaobserwowano woéwczas, ze zwigzek ten indukuje powstawanie nowych
metabolitow, pochodnych amigdaliny. Wyniki tych badan byly prezentowane na XXX.

Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego:

o Malarczyk, E., Gibuta, K., Rynski, J., Wiater, A., Wilkotazka, J., Kochmanska-Rdest,
J.,1994: Biosynteza nowych metabolitow wtoérnych przez grzyby z rodzaju Pleurotus.
XXX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Szczecin, Materiaty Naukowe
Zjazdu, P-219.

W 1996 roku uzyskatem tytut magistra biologii po obronie pracy magisterskiej pod
tytutem ,lzolacja ludzkiej antytrombiny III”, wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Jerzego
Rogalskiego. Praca miata na celu opracowanie szybkiej metody analitycznej, pozwalajgcej
na iloSciowe oznaczanie antytrombiny Il w surowicy krwi ludzkiej. Opracowana metoda
opierata sie na wykorzystaniu chromatografii powinowactwa i uzyciu nowatorskiego nosnika
heparyno-CPG (CPG, szkto o kontrolowanej porowatosci). Otrzymany w wyniku rozdziatéw,
preparat antytrombiny Ill, zbadano pod katem czystosci przy uzyciu metod
koagulometrycznej, immunodyfuzji oraz immunoelektroforezy. Ponadto, oceniono
optacalnos¢ procesu w oparciu o nosnik heparyno-CPG. Stwierdzono wowczas, ze
zastosowana metoda jest wysoce opfacalna i daje duze szanse na zastosowanie w analityce
klinicznej. W ramach pracy magisterskiej, okreslitem réwniez wptyw grup sulfonowych na
zdolnos¢ separowania antytrombiny Il przez heparyne. W trym celu przeprowadzono
synteze nosnika, gdzie heparyne zastgpiono wolnymi grupami sulfonowymi uzyskanymi w
wyniku sulfonowania dekstranu, ktéorym optaszczono CPG. Doswiadczenia z uzyciem
nowego nosnika, wykazaty duzg zaleznos¢ miedzy iloscig grup sulfonowych obecnych na
nosniku, a iloscig izolowanej antytrombiny Ill. Jednak w poroéwnaniu z nosnikiem kontrolnym
(heparyno-CPG), ilo$¢ separowanego na takim ztozu biatka byta niewielka. Wyniki badan
stanowigcych przedmiot mojej pracy magisterskiej bylty prezentowane na ogolnopolskim

seminarium chromatograficznym oraz zostaty czesciowo opublikowane:



e Rogalski, J., Dawidowicz, A.L., Wiater, A., Gibuta, K., Winiarczyk, S., 1998: The
preparation of specific sorbents with polyclonal antibodies as a ligand for purification of
human antithrombin Ill. Acta Microbiologica Polonica. 47, 153-165.

o Dawidowicz, A.L., Wiater, A., Rogalski, J., Winiarczyk, S., Radkiewicz, S., 1996: Izolacja
ludzkiej antytrombiny Ill. VII Ogodlnopolskie Seminarium Chromatograficzne Nauka-
Przemyst na temat: Nowoczesne techniki w analizie chromatograficznej i przygotowaniu

probek, Lublin, Materiaty Naukowe Zjazdu, P-5.

b) Praca naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Po wuzyskaniu tytutu magistra rozpoczatem prace w Zakladzie Mikrobiologii
Przemystowej UMCS w zespole prof. dr hab. Janusz Szczodraka, poczatkowo na stanowisku
asystenta-stazysty (1.10.1996 r.), a nastepnie od 1.10.1997 r. na stanowisku asystenta.
Bratem udziat w badaniach nad okresleniem optymalnych warunkéw dla przebiegu
fermentacji alkoholowej, prowadzonej przez unieruchomione w Zzelu agaru porowatego
komérki Candida pseudotropicalis oraz ich wykorzystaniem w procesie okresowej (poiciggtej)
fermentacji podtozy zawierajgcych laktoze. Uczestniczytem réwniez w pracach dotyczgcych
doboru skutecznych metod zageszczania i wytrgcania laktazy z ptynéw pohodowlanych
Penicillium notatum, oraz izolacji, oczyszczania i immobilizacji dekstranazy pochodzacej z
komercyjnego preparatu DN 50L (Novo Industri A/S, Bagsvaerd, Denmark). Rezultaty w/w

badan opublikowano w czasopismach o zasiegu krajowym i miedzynarodowym:

e Szczodrak, J., Szczodrak, Z., Wiater, A., 1997: Wytwarzanie etanolu z laktozy przez
komorki drozdzy unieruchomione w kulkach agaru porowatego. Biotechnologia. 39, 82-
93.

e Rogalski, J., Szczodrak, J., Glowiak, G., Pleszczynska, M., Szczodrak, Z., Wiater, A.,
1998: Purification and immobilisation of dextranase. Acta Biotechnologica. 18, 63-75.

e Szczodrak, J., Wiater, A., 1998: Selection of method for obtaining an active lactase

preparation from Penicillium notatum. Journal of Basic Microbiology. 38, 79-83.

Prace doktorskg wykonywatem pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Janusza
Szczodraka. Przeprowadzone badania obejmowaty dobdr optymalnych parametrow dla
wydajnej biosyntezy nierozpuszczalnego w wodzie paciorkowcowego a-glukanu (mutanu),
poznanie struktury chemicznej tego polimeru, a takze selekcje aktywnego producenta
grzybowej a-(1—3)-glukanazy (mutanazy), otrzymanie preparatu enzymatycznego, jego
oczyszczenie oraz zbadanie mozliwosci wykorzystania uzyskanego enzymu do hydrolizy

enzymatycznej natywnego mutanu oraz syntetyzowanego in vitro biofilmu.
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W pierwszym etapie doswiadczen wybrano prochnicotworczy szczep Streptococcus
mutans 20381 oraz podtoze z wyciggiem mézgowo-sercowym (BHI) do wydajnej syntezy
nierozpuszczalnego w wodzie wielocukru i po przeprowadzeniu analizy strukturalnej tego
biopolimeru ustalono, ze jest on a-(1—3),(1—6)-D-glukanem z przewagag wigzan typu a-
(1—-3), czyli jest mutanem. Zsyntetyzowany mutan posiadat, jak wykazano w
doswiadczeniach prowadzonych in vitro, wtasciwoéci silnego przylegania (adherencji) do
twardych powierzchni (szkietka podstawowe, proteza zebowa). Nastepnie w wyniku
skriningu, przeprowadzonego wsrod 19 kultur grzybéw strzepkowych nalezacych do 3
rodzajow, wyselekcjonowano szczep Trichoderma harzianum CCM F-470, ktory
najefektywniej wytwarzat mutanaze i nie posiadat aktywnosci dekstranazowej. W celu
zwiekszenia wyjsciowej aktywnosci mutanolitycznej wybranego szczepu zoptymalizowano
warunki jego hodowli. Wykazano, ze utrzymywanie pH na stalym poziomie 6,0 oraz
mieszanie srodowiska z szybkoscig 450 obr/min pozwala na skrécenie czasu hodowli
fermentorowej T. harzianum do 48 godzin oraz powoduje w tym samym czasie wzrost
aktywnosci enzymatycznej o 53% w poréwnaniu do hodowli prowadzonej przy
nieregulowanym odczynie srodowiska.

Kolejne badania zmierzaty w kierunku otrzymania aktywnego preparatu
mutanolitycznego i zbadania wptywu pH, temperatury oraz jonéw metali na jego aktywnosg¢ i
stabilnos¢, a takze okreslenia specyficznosci substratowej mutanazy. Do oczyszczania
otrzymanego preparatu mutanazy wykorzystano techniki chromatografii jonowymiennej,
oddzialywania  hydrofobowego i chromatoogniskowania. W  wyniku rozdziatow
chromatograficznych otrzymano wysokooczyszczony (94-krotnie) i homogenny preparat
enzymatyczny, ktory scharakteryzowano od strony fizykochemicznej poprzez wyznaczenie
jego masy czasteczkowej, punktu izoelektrycznego, zawartoéci weglowodanéow w
czagsteczce, statych kinetycznych oraz aktywnosci przy réznych wartosciach pH i
temperatury. Preparat mutanazy T. harzianum CCM F-470 i/lub komercyjnej dekstranazy
wykorzystano do hydrolizy enzymatycznej mutanu przebiegajgcej w ustalonych wczesniej
warunkach optymalnych. Najwiekszy stopien scukrzenia mutanu (88%) uzyskano po
zastosowaniu w uktadzie hydrolitycznym mieszaniny obu enzymow. Analiza produktow
koncowych depolimeryzacji mutanu data podstawe do poznania mechanizmu dziatania
mutanazy T. harzianum i stwierdzenia, ze badana a-(1—3)-glukanaza nalezy do grupy
enzyméw egzogennych (egzolitycznych). Wykazano réwniez, ze obecnos¢ mutanazy i
dekstranazy w Srodowisku reakcji ma poprzez rozktad mutanu istoty wptyw na proces
osadzania sie ptytki nazebnej na twardych powierzchniach oraz na ptytke juz wytworzona.

Opisane badania byty cze$ciowo wykonywane w ramach projektu badawczego (Grant
KBN 6 P04B 028 20) finansowanego w latach 2001-2002 przez Komitet Badarn Naukowych,

w ktérym uczestniczytem w charakterze kierownika. Badania przeprowadzone w ramach
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pracy doktorskiej byly tematem 5 artykutow opublikowanych w czasopismach o zasiegu

miedzynarodowym:

e Wiater, A., Choma, A., Szczodrak, J., 1999: Insoluble glucans synthesized by cariogenic
streptococci: a structural study. Journal of Basic Microbiology. 39, 265-273.

e Wiater, A., Szczodrak, J., 2001: Selection of method for obtaining an active mutanase
preparation from Trichoderma harzianum. Biotechnology Letters. 23, 427-431.

e Wiater, A., Szczodrak, J., Rogalski, J., 2001: Purification and characterization of
extracellular mutanase from Trichoderma harzianum, Mycological Research. 105, 1357-
1363.

o Wiater, A., Szczodrak, J., 2002: Selection of strain and optimization of mutanase
production in submerged cultures of Trichoderma harzianum. Acta Biologica Hungarica,
53, 389-401.

e Wiater, A., Szczodrak, J., Rogalski, J., 2004: Hydrolysis of mutan and prevention of its
formation in streptococcal films by fungal a-D-glucanases. Process Biochemistry. 39,
1481-1489.

oraz 8 doniesien konferencyjnych. Obrona dysertacji doktorskiej pt. ,Biosynteza, struktura

chemiczna i hydroliza enzymatyczna mutanu - biopolimeru ptytki nazebnej” na podstawie,

ktérej uzyskatem stopien naukowy doktora nauk biologicznych odbyta sie 5 czerwca 2002

roku. Rozprawa doktorska zostata wyrézniona w 2003 roku nagrodg Ministra Edukacji

Narodowej i Sportu.

4. Wskazanie osiggniecia 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. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiagniecia naukowego

Osiagniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl szesnastu publikacji pod wspdlnym

tytutem:

Poznawcze i aplikacyjne badania nad grzybowa mutanaza, istotne dla
intensyfikacji jej wytwarzania i wykorzystania w praktyce stomatologicznej

b) (autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)



Publikacje wchodzace w sktad zgtaszanego osiggniecia naukowego to 14 oryginalnych prac

eksperymentalnych i 2 prace przegladowe:

10.

11.

Wiater, A., Szczodrak, J., Pleszczynska, M., 2005: Optimization of conditions for the
efficient production of mutan in streptococcal cultures and post-culture liquids. Acta
Biologica Hungarica. 56, 137-150.

Wiater, A., Pleszczyhska, M., Szczodrak, J., Bachanek, T., 2005: Usuwanie ptytki protez
przez wybrane enzymy glukanolityczne. Dental and Medical Problems. 42, 241-247.
Wiater, A., Szczodrak, J., Pleszczynska, M., Préchniak, K., 2005: Production and use of
mutanase from Trichoderma harzianum for effective degradation of streptococcal
mutans. Bazilian Journal of Microbiology. 36, 137-146.

Wiater, A., Szczodrak, J., Pleszczyhska, M., 2006: Enhancement of mutanase
production in Trichoderma harzianum by way of mutagenization. Acta Biologica
Hungarica. 57, 123-132.

Wiater, A., Pleszczynska, M., Szczodrak, J., 2006: Enzymy rozktadajgce a-(1—3)-
glukany. Czeé¢ | — Zrodta mikrobiologiczne, produkcja, witasciwosci, genetyka.
Biotechnologia. 73, 206-220.

Wiater, A., Pleszczynska, M., Szczodrak, J., 2006: Enzymy rozktadajgce a-(1—3)-
glukany. Czes¢ Il — Zastosowanie w biotechnologii. Biotechnologia. 73, 221-233.

Wiater, A., Szczodrak, J., Pleszczynska, M., 2008: Mutanase induction in Trichoderma
harzianum by cell wall of Laetiporus sulphureus and its application for mutan removal
from oral biofilms. Journal of Microbiology and Biotechnology. 18, 1335-1341.

Wiater, A., Pleszczyhnska, M., Szczodrak, J., Préchniak, K., 2008: a-(1—3)-Glukany
Sciany komérkowej zotciaka siarkowego — Laetiporus sulphureus (Bull.:Fr.) Murrill —
izolacja, charakterystyka i zastosowanie do indukcji syntezy mutanazy. Biotechnologia.
81, 174-189.

Wiater, A., Janczarek, M., Pleszczynska, M., Szczodrak, J., 2011: Identification and
characterization of the Trichoderma harzianum gene encoding a-1,3-glucanase involved
in streptococcal mutan degradation. Polish Journal of Microbiology. 60, 293-301.

Pleszczynska, M., Wiater, A., Jodkowska, E., Rusyan, E., Dubielecka, M., Matkiewicz,

K., Paduch, R., Walasik, K., Szczodrak, J., 2011: The effects of microbial mutanases on
dental plague aggregation and periodontal parameters. Polish Journal of Environmental

Study. 20, 91-96. Autorzy réwnorzedni

Wiater, A., Pleszczynhska, M., Szczodrak, J., Janusz, G., 2012: Comparative studies on
the induction of Trichoderma harzianum mutanase by a-(1—3)-glucan-rich fruiting bodies
and mycelia of Laetiporus sulphureus. International Journal of Molecular Sciences. 13,
9584-9598.



12. Wiater, A., Pleszczynska, M., Préchniak, K., Szczodrak, J., 2012: Structural diversity of
streptococcal mutans synthesized under different culture and environmental conditions
and its effect on mutanase synthesis. Molecules. 17, 11800-11815.

13. Wiater, A., Pleszczynska, M., Rogalski, J., Szajnecka, L., Szczodrak, J., 2013:
Purification and properties of an a-(1—3)-glucanase from Trichoderma harzianum and its
use for reduction of artificial dental plaque accumulation. Acta Biochimica Polonica. 60,
123-128.

14. Wiater, A., Janczarek, M., Choma, A., Préchniak, K., Komaniecka, |., Szczodrak, J.,
2013: Water-soluble (1—3),(1—4)-a-D-glucan from mango as a novel inducer of
cariogenic biofilm-degrading enzyme. International Journal of Biological Macromolecules.
58, 199-205.

15. Choma, A., Wiater, A., Komaniecka, |., Paduch, R., Pleszczyhska, M., Szczodrak, J.,
2013: Chemical characterization of a water insoluble (1—3)-a-D-glucan from an alkaline
extract of Aspergillus wentii. Carbohydrate Polymers. 91, 603-608.

16. Pleszczynska, M., Wiater, A., Siwulski, M., Szczodrak, J., 2013: Successful large-scale

production of fruiting bodies of Laetiporus sulphureus (Bull.: Fr.) Murrill on an artificial

substrate. World Journal of Microbiology and Biotechnology. 29, 753-758. Autorzy
réwnorzedni

taczny impact factor publikacji wchodzgcych w skiad zgtaszanego osiggniecia naukowego
zgodnie z rokiem opublikowania: 18,907
Suma punktéw za publikacje wchodzgce w sktad zgtaszanego osiggniecia naukowego

zgodnie z wykazem MNiSW: 280 pkt

b) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw

wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Grzybowe a-(1—3)-glukanazy (mutanazy) sg jednym ze  skiladnikéw
przeciwgrzybowego kompleksu enzymatycznego, ztozonego gtéwnie z enzyméw glukano- i
chitynolitycznych okreslanych jako enzymy rozktadajgce sciane komorkowg (CWDEs, ang.
Cell Wall Degrading Enzymes). Wspdétdziatanie enzymow tego kompleksu prowadzi do
rozktadu scian komoérkowych grzybdéw, m.in. patogenow roslin, dzieki czemu od dawna s3g
one badane pod katem zastosowania jako srodek ochrony biologicznej w rolnictwie, a od
kilku lat wchodzg w sktad preparatow dostepnych na rynku. Sposréod enzymoéw

rozktadajgcych $ciane komorkowg, szczegdlng uwage poswieca sie obecnie najmnigj
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poznanym a-(1—3)-glukanazom. Wymownym na to przyktadem sg badania, w wyniku
ktorych wyhodowano rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) z
wklonowanym genem a-(1—3)-glukanazy z T. harzianum, co znaczaco zwiekszyto
odpornos¢ rosliny na infekcje grzybowe'. Preparaty a-(1—3)-glukanaz sg wykorzystywane
takze, m. in. przy otrzymywaniu protoplastow grzybowych, analizie chemicznej i badaniach
ultrastruktury $ciany komérkowej grzybdw oraz jako czynniki utatwiajgce filtrowanie wina
otrzymywanego z winogron zainfekowanych grzybnig Botrytis cinerea. a-(1—3)-Glukanazy
sg réwniez uzywane do enzymatycznego usuwania inkluzji zatykajgcych pory w utworach
skalnych w trakcie odzyskiwania ropy naftowej z czeSciowo wyczerpanych ztoz.

Po raz pierwszy enzym hydrolizujgcy wigzania a-(1—3)-glukozydowe opisali w roku
1966 Hasegawa i wsp. Enzym zostat wyizolowany z ptynu po hodowli Trichoderma viride i
Penicillium funiculosum na podtozu z dodatkiem pseudonigeranu, otrzymanego ze $ciany
komérkowej Aspergillus niger i uzyty do hydrolizy grzybowych glukanéw typu nigeranu,
pseudonigeranu oraz mykodekstranu. Niedtugo pdézniej, odkryto mozliwosci jakie kryje w
sobie produkcja drobnoustrojowych a-(1—3)-glukanaz. Jak sie okazalo mozna je
wykorzysta¢ w stomatologii do zapobiegania préchnicy zebdéw i oczyszczania protez
zebowych z paciorkowcowych biofilméw. W 1972 roku Guggenheim i Haller jako pierwsi
opisali a-(1—3)-glukanaze z T. harzianum wykazujagcg zdolnos¢ do rozktadu
paciorkowcowego mutanu (a-(1—3),(1—6)-glukanu), ktérg nazwali mutanaza.

Udziat mutanaz w profilaktyce prochnicy zebdw zwigzany jest z budowag ptytki
nazebnej (ang. dental plaque) oraz procesami jakie w niej zachodzg. Ptytka stanowi biofilm
ztozony z mikroorganizméw osadzonych w matrycy zbudowanej z polimeréw pochodzenia
bakteryjnego i slinowego. Budowa i wlasciwosci polisacharydow wchodzgcych w sktad
substancji organicznej ptytki majg bardzo duzy wptyw na szybko$¢ powstawania zmian
prochnicowych. Sposrdod licznych polimerow budujgcych piytke (a-(1—3)-, a-(1—4)- i a-
(1—6)-glukany oraz B-(2—6)-fruktany), decydujgcg role w etiopatologii préchnicy zebow
odgrywa a-(1—3),(1—6)-glukan, zwany mutanem. Polimer ten stanowi okoto 1,5 % suchej
masy ptytki i posiada kilka unikatowych cech, dzieki ktérym tworzy jej zrgb, tzn. tatwo
adsorbuje sie do szkliwa pokrytego sling lub btonkg nabytg, sprzyja wzajemnemu sklejaniu
sie bakterii (agregacja) oraz znacznie zwieksza spojnos¢ plytki nazebnej. Mutany sg
catkowicie nierozpuszczalne w wodzie i majg strukture widkien, co sprawia, ze nie sg
rozpuszczane i wymywane przez ptyny jamy ustnej. Ponadto, a-(1—3)-glukany nie poddajg
sie dziaftaniu enzymow, ani tych obecnych w jamie ustnej ani wytwarzanych przez bytujgce
tam mikroorganizmy, co zapewnia ptytce stabilnos¢ i trwato$¢. Fakt, ze zdolnos¢ do syntezy

mutanu przez paciorkowce zmienne (Streptococcus mutans i S. sobrinus), oprocz

! Calo, L.; Garcia, I.; Gotor, C.; Romero, L.C. Leaf hairs influence phytopathogenic fungus infection and confer an
increased resistance when expressing a Trichoderma a-1,3-glucanase. J. Exp. Bot. 2006, 57, 3911-3920.
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zakwaszania i umiejetnosci przezycia w kwasnym $rodowisku, zostata uznana za gtéwny
czynnik decydujacy o ich préchnicotwdrczosci, spowodowat, ze préby eliminacji tego wiasnie
sktadnika ptytki nazebnej na drodze enzymatycznej hydrolizy staly sie jak najbardziej
uzasadnione.

Rozktad i usuwanie mutanéw prowadzi do zniszczenia lub chocby naruszenia
struktury ptytki nazebnej, a tym samym moze by¢é sposobem na zapobieganie powstawania
ognisk préchnicowych. Prochnica zebow jest nadal naszym problemem narodowym.
Ostatnie statystyki dotyczace sytuacji epidemiologicznej préchnicy w Polsce sa
zatrwazajgce. Az 95% dorostych Polakéw cierpi z powodu préchnicy zebdw, a tylko potowa
osiemnastolatkow ma wszystkie zeby. Ponadto, tylko co 10 osoba w kraju regularnie stosuje
pasty do zebdw oraz inne akcesoria stomatologiczne, a ponad 70% dzieci w wieku 3 lat ma
prochnice zebow mlecznych. Zaawansowana préchnica oraz zty stan dzigset moga
prowadzi¢ takze do wielu groznych choréb m. in. miazdzycy naczyn i chorob serca
(zapalenie wsierdzia, niedomykalnos¢ zastawek). W zwigzku z tym poszukuje sie
intensywnie nowych, alternatywnych rozwigzan w walce z préchnicg. Jednym z nich jest
zastosowanie drobnoustrojowych enzyméw, takich jak mutanazy, ktére mogg by¢é uzywane
jako substancja aktywna w ptukankach do ust, pastach do zebéw, gumach do zucia, a nawet

zywnosci [Biotechnologia, 2006, Czesé i ll].

CEL BADAN

Celem badan byfa intensyfikacja wytwarzania mutanazy przez szczep Trichoderma
harzianum CCM F-340 oraz opracowanie od podstaw innowacyjnej technologii produkcji
tego enzymu w duzej skali niezbednej do jego komercjalizacji. Ponadto, w ramach
przeprowadzonego cyklu doswiadczen dokonano izolacji i charakterystyki biochemicznej
mutanazy i genu kodujgcego ten enzym oraz oceniono jej potencjalne wykorzystanie do

usuwania i zapobiegania powstawania biofilmow jamy ustnej w badaniach in vitro i in vivo.

OMOWIENIE PRZEPROWADZONYCH BADAN

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej, wskazaty
wyraznie na mozliwos¢ zastosowania paciorkowcowego mutanu jako induktora syntezy
mutanazy, a wykonane in vitro testy symulujgce hydrolize ptytki nazebnej, na mozliwos¢ jej
potencjalnego wykorzystania w stomatologii. Obiecujgce rezultaty i wizja komercjalizacji
innowacyjnej w skali Europy metody zapobiegania prochnicy zebow, skionita mnie do

kontynuowania doswiadczen nad grzybowag mutanaza. Nalezy podkreslic, ze badania te,



nalezg do pionierskich w skali kraju i nawigzujg do nielicznych prowadzonych w zaledwie
kilku osrodkach na swiecie.

Pierwszy etap badan dotyczyt intensyfikacji produkcji mutanazy przez wybrany
szczep grzybowy. W tym celu, wyselekcjonowano nowa, wysokowydajng pod tym wzgledem
kulture Trichoderma harzianum CCM F-340, ktéra okazata sie by¢ znacznie aktywniejsza
mutanolitycznie i stabilniejsza od uzywanego przeze mnie w pracy doktorskiej szczepu T.
harzianum CCM F-470. Intensyfikacje wytwarzania mutanazy przez wybrany szczep
przeprowadzono trzema sposobami, tj., na drodze mutagenizacji, opracowania uktadu
ekspresyjnego do nadprodukcji rekombinowanego enzymu oraz poszukiwania nowych
induktoréw syntezy mutanazy.

Mutagenizacja kultury rodzicielskiej T. harzianum CCM F-340, opierata sie na
zastosowaniu fizycznych i chemicznych czynnikbw mutagennych [Acta Biologica
Hungarica, 2006]. Mutanty indukowano poprzez naswietlanie wodnych zawiesin konidiow
promieniami UV w dawkach 250-1000 ergéw/mm? lub traktowanie roztworami mutagenéw
chemicznych (nitrozoguanidyny (NTG), bromku etydyny (BE), hydroksylaminy (HA) i jodku
metylu (JM)) oraz zastosowanie UV (250 ergéw/mm?) w potgczeniu z NTG. Przezywalno$é
konidiéw T. harzianum pod wptywem réznych mutagendéw byta zréznicowana i wahata sie od
0,004 (BE) do 70% (NTG). W sumie wykonano 8 oddzielnych serii mutagenizacji, po kazdej z
nich 50 losowo wybranych mutantéw hodowano w mikrohodowlach wytrzgsanych w celu
okreslenia ich aktywnosci mutanolitycznej. Aktywno$é enzymatyczna przebadanych
mutantow wahata sie w przedziale od 7 do 207% w poréwnaniu z kulturg rodzicielska.
Jednoczesnie stwierdzono, Zze okoto 56% sposrod 400 przebadanych szczepow
charakteryzowata sie aktywnoscia wyzszg od aktywnosci szczepu wyjsciowego.
Zastosowanie nitrozoguanidyny jako czynnika mutagennego okazato sie najlepszym
wariantem, czego wyrazem byto uzyskanie 49 (z 50 przebadanych) mutantéw o zwiekszone;j
aktywnosci mutanolitycznej, w tym mutanta T. harzianum F-340-48 o najwyzszej aktywnosci
w stosunku do kultury rodzicielskiej (207%). Zwigekszenie skali hodowli najaktywniejszego
mutanta, spowodowato nieznaczny spadek w produkcji mutanazy, jednak ciggle byta ona
blisko dwukrotnie wyzsza (197%) w stosunku do aktywnos$ci szczepu rodzicielskiego. Nalezy
w tym miejscu podkresli¢, ze wyselekcjonowany mutant F-340-48 w poczgtkowym okresie
przechowywania pozostawat stabilny. W kilku hodowlach powtdrzeniowych wykonanych w
okresie 4 miesiecy po mutagenizacji, jego aktywnos¢ mutanolityczna wahata sie¢ w zakresie
5%. Wpyrazny spadek produkcji mutanazy w hodowlach wytrzgsanych (do poziomu
aktywnosci szczepu rodzicielskiego) nastgpit po okoto dwodch latach przechowywania i
pasazowania mutanta. Fakt ten catkowicie dyskredytuje mutanta T. harzianum F-340-48 jako
potencjalnie nowe, wysokowydajne zrodto zewnagtrzkomérkowej mutanazy, ktére mogtoby

zostac¢ wykorzystane w praktyce do otrzymywania aktywnego preparatu enzymatycznego.
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Kolejnym ze sposobdéw intensyfikacji wytwarzania mutanazy przez T. harzianum CCM
F-340, byly proby majgce na celu uzyskanie efektywnych uktadéw ekspresyjnych homo- i
heterologicznych do nadprodukcji tego enzymu [Polish Journal of Microbiology, 2011].
Wykorzystujgc RNA wyizolowany ze szczepu T. harzianum CCM F-340 oraz starter
oligo(dT)ys i starter zdegenerowany komplementarny do 5’ konca genu kodujgcego mutanaze
otrzymano cDNA w reakcji RT-PCR. Uzyskany produkt PCR zostat wklonowany do wektora
pJET1.2 i poddany analizie sekwencyjnej, a nastepnie przeklonowany do wektora
ekspresyjnego pET15bTM. W ramach przeprowadzonych doswiadczeh sprawdzono
mozliwosci produkcji enzymu w formie nieglikozylowanej w heterologicznym uktadzie
ekspresyjnym Escherichia coli jako biatka natywnego oraz biatka zawierajgcego etykietke
oligohistydynowg (His)e nha N-kohcu polipeptydu. Sprawdzono rowniez efektywnosé
drozdzowego systemu ekspresyjnego Pichia pastoris GS115 w produkcji tego enzymu.
Ustalono, ze mutanaza byta syntetyzowana i eksportowana na zewnagtrz komoérek drozdzy,
ale biatko to nie posiadato aktywnosci enzymatycznej najprawdopodobniej z powodu
wysokiego stopnia jego glikozylaciji, ktéra jest typowa dla systemu ekspresyjnego P. pastoris.
Natomiast w bakteryjnym systemie ekspresyjnym uzyskano produkcje aktywnej mutanazy,
ale tylko dla wariantu biatka niezawierajgcego etykietki histydynowej (His)s (biatko fuzyjne nie
posiadato aktywnosci enzymatycznej prawdopodobnie w efekcie zmian strukturalnych
spowodowanych obecnoscig domeny oligohistydynowej). Jednak stabilnos¢ i aktywnosé tego
enzymu byta zdecydowanie mniejsza w porownaniu do natywnej mutanazy wyizolowanej z
supernatantu pohodowlanego T. harzianum, co mogto by¢ skutkiem braku wiasciwej
modyfikacji potranslacyjnej (glikozylacja), ktéra jest obecna w biatku produkowanym w
rodzimym tle genetycznym. Wydajno$¢ produkcji rekombinowanej mutanazy w uktadzie
ekspresyjnym E. coli byta na dos¢ niskim poziomie. Efekt ten mogt by¢ spowodowany nizszg
wydajnosécig odczytywania kodondw genu eukariotycznego w gospodarzu bakteryjnym oraz
wysokg toksycznoscig tego biatka dla komoérek. W wyniku oczyszczania z uzyciem metod
chromatograficznych (zywice jonowymienne: sftaby i silny anionit i kationit oraz
chromatografia hydrofobowa) otrzymano frakcje biatka o 80% stopniu czystosci, ktéra
poddana zostata analizie enzymatycznej i biochemicznej. Podsumowujgc, sposréd
przeanalizowanych systemow ekspresyjnych jedynie w bakteryjnym systemie E. coli udato
sie uzyskacC produkcje aktywnej mutanazy. Jednak synteza tego biatka byta na niskim
poziomie, a otrzymany enzym charakteryzowat sie nizszg aktywnoscia od natywnej
mutanazy pochodzgcej z T. harzianum, wskazujgc ze sposob uzyskiwania
rekombinowanego enzymu jest mato efektywny.

Mutanaza T. harzianum CCM F-340, podobnie jak wiekszos¢ mutanaz grzybowych
nalezy do enzyméw indukowanych obecnoscig glukandéw zawierajgcych w swojej strukturze

wigzania glukozydowe typu a-(1—3). Dlatego, trzecim sposobem intensyfikacji produkciji
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mutanazy przez T. harzianum CCM F-340, bylo poszukiwanie nowych, naturalnych zrédet
tych polimeréw. Ten etap badan obejmowat testowanie induktorow izolowanych z materiatu
pochodzenia bakteryjnego, grzybowego oraz roslinnego.

W odniesieniu do zrédta bakteryjnego, najlepszym, dotychczas stosowanym
induktorem biosyntezy mutanazy byt mutan (a-(1—3),(1—6)-glukan), produkowany
pozakomdrkowo przez niektére szczepy préchnicotwérczych paciorkowcow, m. in.
Streptococcus mutans i S. sobrinus. Dlatego, uzyto go w charakterze stymulatora w kolejnym
doswiadczeniu okreslajgcym optymalne warunki produkcji mutanazy metodg hodowli
wgtebnej przez T. harzianum CCM F-340 [Bazilian Journal of Microbiology, 2005].
Stwierdzono, ze wydajna produkcja enzymu zachodzita w temperaturze 30°C, na
zoptymalizowanym podtozu Parrish i Mandels'a o pH 5,3, zawierajgcym 0,3% mutanu jako
jedynego zrédta wegla. Uzyskana w tych warunkach aktywno$é (0,72 U/cm?®), byta jedng z
najwyzszych cytowanych w literaturze, a ponadto, ponad dwukrotnie przewyzszata
aktywnos$é (0,33 U/cm®) badanej w ramach mojej pracy doktorskiej kultury T. harzianum
CCM F-470. Okreslenie optymalnych warunkoéw dla dziatania tego enzymu oraz jego
podstawowych wtasciwosci fizykochemicznych statlo sie podstawg do opracowania
opatentowanego w 2008 roku preparatu do usuwania biofilmow jamy ustnej [Patent Nr
199056]°.

Z uwagi na fakt, ze przemystowa produkcja mutanazy wymagataby uzycia duzych
ilosci mutanu jako induktora, w kolejnym etapie badan opracowano efektywny sposob
pozyskiwania wiekszych ilosci tego biopolimeru [Acta Biologica Hungarica, 2005]. Proces
biosyntezy mutanu przebiega w dwdch zasadniczych etapach. Pierwszy z nich to hodowla
paciorkowcow  préchnicotwérczych  wytwarzajgcych w  sposéb konstytutywny
zewnagtrzkomdrkowe glukozylotransferazy (GTF-azy). W drugim etapie przy udziale tych
enzymow syntetyzowany jest z sacharozy nierozpuszczalny w wodzie mutan. Prace
dotyczgce zwiekszenia wydajnosci mutanu obejmowaty wiec, zarowno optymalizacje
warunkéw wytwarzania glukozylotransferaz w hodowli paciorkowcéw (S. sobrinus/downei
CCUG 21020), jak tez syntezy biopolimeru z udziatem tych enzyméw. Srednia wydajno$é
mutanu w zoptymalizowanych warunkach dwustopniowej biosyntezy wyniosta 2,2 g/l
supernatantu i byta blisko 12-krotnie wieksza w poréwnaniu z danymi literaturowymi.

Patrzgc przez pryzmat przyszitej komercjalizacji produkcji mutanazy, uzycie mutanu
paciorkowcowego do indukcji enzymu, dodawanego nastepnie do srodkow higieny jamy
ustnej, wydaje sie jednak z wielu powodow niewskazane. Zwigzane jest to gtownie z
bezpieczenstwem stosowania mutanu oraz ekonomikg catego procesu. Mutan produkowany

jest z zastosowaniem wieloetapowej procedury wymagajgcej uzycia patogennych

2 Szczodrak, J., Wiater, A., Pleszczyhska, M. 2008, Preparat do usuwania biofilmu jamy ustnej. Patent nr
199056, Polska, Urzad Patentowy RP.
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paciorkowcow prochnicotworczych oraz drogiego i niebezpiecznego podioza hodowlanego
(wotowy wycigg mozgowo-sercowy). Ponadto, mutan syntetyzowany jest ze stosunkowo
niska wydajnoscig (max. 2,2 g/l), co znacznie podraza catg technologie. Bardzo waznym
aspektem syntezy mutanu jest dodatkowo jego zmiennos¢ strukturalna, zalezna zaréwno od
uzytego szczepu bakteryjnego, rodzaju podtoza, jak i warunkow hodowli. Wykazatem to w
badaniach, w ktérych w wyniku zmiany parametréw biosyntezy otrzymano 76 roznych
mutanow [Molecules, 2012]. Nieznaczna zmiana chocby jednego 2z parametrow
dwustopniowej biosyntezy, prowadzita do otrzymania polimeru o odmiennej strukturze i
wiasciwosciach. Stwierdzono, ze ilos¢ wigzan typu a-(1—3) i a-(1—6) w badanych mutanach
wahata sie odpowiednio, od 43 do 75,3% i od 24,7 do 57%. Natomiast, stosunek wigzan a-
(1—3)/a-(1—6) w badanych glukanych oscylowat miedzy 0,75 a 3,05. Warto tutaj réwniez
wspomnie¢ o otrzymaniu czterech mutanéw o unikatowej, nie opisanej dotychczas w
literaturze strukturze. Ich wyjgtkowo$¢ zwigzana jest z nietypowg iloscig w ich czasteczce
wigzan a-(1—3)-glukozydowych, tzn. ponizej charakterystycznego dla mutandéw poziomu
50%. Tak duza réznorodnos$¢ strukturalna mutanéw, a co za tym idzie i ich wtasciwosci
fizykochemicznych spowodowana jest aktywnoscig catej grupy GTF-az odpowiedzialnych za
ich synteze. Dla przyktadu S. mutans produkuije trzy rézne glukozylotransferazy, tj. I, S, S, a
S. sobrinus cztery (I, S, T i U). Ostateczny produkt biosyntezy mutanu zalezy wiec od
wzglednej aktywnosci tych enzyméw i wzajemnych zaleznosci miedzy nimi, poniewaz kazda
GTF-aza moze modyfikowac¢ produkt innej.

Waznym aspektem prowadzonych badan byto znalezienie odpowiedzi na pytanie, czy
i jaki wptyw na indukcje mutanazy ma ilos¢ wigzan a-(1—3)-glukozydowych w czgsteczce
mutanu. W tym celu 76 strukturalnie réznych mutanéw (zawierajgcych od 43 do 75,3%
wigzan a-(1—3)-glukozydowych) uzyto jako jedynego zrédta wegla w hodowlach
wytrzgsanych T. harzianum CCM F-340 [Molecules, 2012]. Uzyskane po trzech dniach
hodowli aktywnosci mutanolityczne, wahaty sie od 0,144 do 1,051 U/ml i jak wykazata
analiza statystyczna, nie istniata zadna korelacja miedzy ich poziomem a iloscig wigzan a-
(1—3)-glukozydowych w czgsteczce induktora (wspoétczynnik korelacji Pearsona R = -
0,159, wspétczynnik determinacji R* = 0,0252, regresja liniowa y = — 0,0044x + 0,7681, p <
0,05). W oparciu o te wyniki, mozna przypuszczaé, ze poziom produkcji mutanazy (wyrazony
jej aktywnoscig) zalezy nie tylko od ilo$ci wigzan a-(1—3)-glukozydowych w mutanie, ale
rowniez od innych czynnikow, takich jak przestrzenny uktad wigzan w czgsteczce induktora
oraz dostepno$¢ enzymu do sekwencji a-(1—3).

Przedstawione powyzej problemy sprawiajg, ze mutan wydaje sie nie by¢
odpowiednim induktorem mozliwym do zastosowania w przemystowej produkcji mutanaz.
Dlatego, rownolegle z badaniami nad mutanem, poszukiwatem nowych, tanich i

bezpiecznych, a zarazem skuteczniejszych zamiennikow tego aktywatora. Wedtug danych
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literaturowych olbrzymi rezerwuar a-(1—3)-glukanéw, potencjalnych induktoréw syntezy
mutanaz, stanowity grzyby. Obecnos$¢ tych glukandéw zostata stwierdzona u licznych
przedstawicieli, nalezgcych zaréwno do klasy Ascomycetes jak i Basidiomycetes. a-(1—3)-
Glukany bedace skfadnikiem strukturalnym sciany komorkowej grzybow, petnig w niej funkcje
podporowg, sg czynnikiem wirulencji oraz stanowig materiat zapasowy [Biotechnologia,
2008]. Ponadto, mogg one stanowi¢ bogate zrodio bezpiecznego i taniego stymulatora
syntezy mutanaz, alternatywnego w stosunku do paciorkowcowego mutanu. llos¢ tych
polisacharyddw u poszczegdlnych grzybow wahata sie w bardzo szerokim zakresie. Dla
przyktadu, nie stwierdzono ich obecnosci u drozdzy z gatunku Saccharomyces cerevisiae i
Candida albicans, natomiast w grzybni Aspergillus spp. ich zawartoS¢ osigga 30%, a w
owocnikach porka brzozowego (Piptoporus betulinus (Bull.:Fr.)) i Zzétciaka siarkowego
(Laetiporus sulphureus (Bull.:Fr.) Murrill), odpowiednio, nawet 53 i 88% suchej masy.

We wstepnych doswiadczeniach dotyczacych wykorzystania grzybow jako zrédta
induktoréw syntezy mutanazy, wykazatem, ze do tego celu mozna z powodzeniem
zastosowaé grzybnie Aspergillus wentii [Bazilian Journal of Microbiology, 2005].
Pozniejsze badania, w ktérych zastosowano technike immunofluorescencji (z
wykorzystaniem mysich IgMy MOPC-104E oraz kozich anty mysich przeciwciat
drugorzedowych IgM sprzezonych z barwnikiem Alexa Fluor 488) i metode ekstrakciji
alkalicznej potwierdzity, ze biomasa tego grzyba stanowi doskonate zrédto a-glukanéw (ich
zawartos¢ w tym materiale wynosi 6,5% suchej masy) [Carbohydrate Polymers, 2013].
Dodatkowo, analizy metylacyjna, FT-IR oraz 1D i 2D NMR (TOCSY, DQF-COSY, NOESY i
HSQC) pozwolity okresli¢ doktadng strukture tego polimeru. Nierozpuszczalny w wodzie
polisacharyd o masie 850 kDa sktadat sie z 25 podjednostek, zbudowanych z 200 reszt
glukozowych potgczonych wigzaniem a-(1—3)-glukozydowym, rozdzielonych krétkimi
odstepnikami ztozonymi z glukoz potgczonych wigzaniem a-(1—4)-glukozydowym.

Dalsze poszukiwania wydajnego zrodta grzybowych a-(1—3)-glukanéw, polegaty na
szeroko zakrojonym skriningu, w trakcie ktérego przebadano grzybnie grzybdéw strzepkowych
m.in. z rodzaju Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium i Trichoderma oraz
owocnikdw grzybow =z rodzaju Ganoderma, Kuehneromyces, Laetiporus, Lentinus,
Piptoporus i Pleurotus. Zdecydowanie najwyzszg zawartos¢ a-(1—3)-glukanéw w $cianie
komodrkowej stwierdzono u Zzotciaka siarkowego (Laetiporus sulphureus). Powszechne
wystepowanie tego grzyba w przyrodzie, tworzenie owocnikdw o duzej masie (siegajgcej
nawet 45 kg)® oraz uznanie go za stosunkowo bezpiecznego dla cztowieka (mtode owocniki
sgq jadalne), sprawity, ze organizm ten stat sie obiektem mojego zainteresowania jako

potencjalne zrédto efektywnego i alternatywnego w stosunku do mutanu induktora syntezy

8 Glenday, Craig (2009). Guinness World Records 2009. Random House, Inc. ISBN 978-0-553-59256-6.
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mutanaz. W literaturze, jak dotad, nie byto doniesien na ten temat i dlatego przeprowadzone
w tym kierunku badania miaty charakter pionierski.

Z punktu widzenia potencjalnej komercjalizacji produkcji mutanazy, waznym
elementem prac byt wybdér wydajnego i taniego sposobu izolacji a-(1—3)-glukandéw z
owocnikow zotciaka siarkowego. W tym celu wybrano z literatury przedmiotowej i
przetestowano pie¢ metod izolacji tych biopolimeréw (m.in. jedna z nich zostata opracowana
przeze mnie [Journal of Microbiology and Biotechnology, 2008]), réznigcych sie
pracochtonnoscig i zuzyciem odczynnikéw [Biotechnologia, 2008]. Wykorzystanie analiz
strukturalnych (*HNMR, FT-IR, GC-MS) pozwolito dodatkowo, na ocene skfadu i czystosci
wyizolowanych frakcji. Cztery z testowanych technik dawaly podobng ilos¢ a-(1—3)-
glukanoéw, wynoszgcg okoto 56% suchej masy owocnikéw, natomiast pigta najdrozsza i
najbardziej pracochfonna metoda enzymatyczna (z uzyciem preparatu Lyticase) zaledwie
potowe tej ilosci. Ostatecznie, sposréd badanych metod wybrano procedure opracowang
przeze mnie, poniewaz praco- i kosztochtonnos¢ izolacji a-(1—3)-glukanéw w tej metodzie w
stosunku do aktywnosci mutanolitycznej uzyskiwanej z jej udziatem byta najnizsza.

Z uwagi na fakt, ze stosowanie do indukcji syntezy mutanaz, czystych a-(1—3)-
glukanow izolowanych z Zzéiciaka siarkowego moze by¢ mato optacalne, podjeto préby
wykorzystania w tym celu mniej oczyszczonych, a przez to tanszych preparatow, fj.
wysuszone i sproszkowane owocniki oraz CWP (ang. Cell Wall Preparation) czyli wysuszone
i sproszkowane owocniki poddane dodatkowo 3-krotnemu wygotowaniu w celu odrzucenia
substancji rozpuszczalnych w wodzie [Journal of Microbiology and Biotechnology,
2008]. Stwierdzono, ze sposréd trzech réznych form a-(1—3)-glukanu dodanego do podioza
jako jedyne zrédto wegla (czysty polimer, CWP oraz sproszkowane wysuszone owocniki)
najlepszym stymulatorem syntezy mutanazy T. harzianum CCM F-340, w trakcie 3-dniowej
hodowli wytrzgsanej, byt CWP. Wydajno$é enzymu z jego uzyciem wyniosta 0,71 U/cm?® i
byta 1,8 razy wyzsza od tej uzyskanej na mutanie. Ponadto, mutanaza indukowana CWP
wykazywata wysokg aktywnosc¢ hydrolityczng w reakcji z mutanem. Maksymalny stopien
scukrzenia i solubilizacji tego biopolimeru (odpowiednio, 80 i 100%) osiggnieto po 3
godzinach hydrolizy w temperaturze 45°C. Dodatkowo, wykazano, ze mieszanina testowanej
mutanazy i handlowego preparatu dekstranazy (Sigma-Aldrich), w ciagu 6 godzin, catkowicie
usuwata z powierzchni szklanych osadzony na nich biofilm mikrobiologiczny imitujgcy ptytke
nazebng. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, w dalszych badaniach jako induktora syntezy
mutanazy T. harzianum CCM F-340 zaczeto stosowa¢ CWP z z6tciaka siarkowego.

W wyzej opisanych eksperymentach, do przygotowania CWP uzywano mieszanki
wysuszonych, starych i mtodych owocnikow Zoétciaka siarkowego. Dlatego preparat ten
zawierat a-(1—3)-glukany o réznej charakterystyce, co mogto wptywaé na indukcje syntezy

mutanazy. Biorgc to pod uwage, w kolejnym etapie doswiadczen przeanalizowano
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pojedyncze owocniki zofciaka pod katem zawartosci a-(1—3)-glukanéw oraz zastosowano
przygotowane z nich CWP jako induktory syntezy mutanazy u T. harzianum CCM F-340
[International Journal of Molecular Sciences, 2012]. Zebrane i zidentyfikowane (analiza
sekwencji ITS) owocniki L. sulphureus (16 okazéw) podzielono na 4 grupy, w zaleznosci od
stopnia dojrzatosci hymenoforu. Stwierdzono, ze zawartos¢ a-(1—3)-glukanow w
poszczegodlnych owocnikach, zalezata od wieku i wahata sie od 17,3% w mtodych okazach
do 47,8% w najstarszych. Z kolei ilos¢ a-glukanow w preparatach CWP przygotowanych z
poszczegodlnych owocnikow, uzytych nastepnie jako induktory syntezy mutanazy w 3-dniowej
hodowli wgtebnej T. harzianum, wzrosta i w zaleznosci od wieku owocnika, wynosita od 39,4
do 73,4%. Aktywnos$¢ mutanolityczna uzyskana na poszczegélnych CWP wahata sie od 0,53
do 0,82 U/lcm®. Jak wykazata analiza statystyczna (wspoétczynnik korelacji Pearsona R =
0.776, wspdtczynnik determinacji R? = 0.602, regresja liniowa y = 0.0066x + 0.2844, p <
0.05) istniala wysoka pozytywna korelacja miedzy ilosciag a-(1—3)-glukanéw w
poszczegoélnych CWP, a indukowang przez nie aktywnoscig mutanolityczng. Jednak, nie
zaobserwowano takiej korelacji przy przeliczeniu aktywnosci enzymatycznej na gram a-
(1—3)-glukanéw, obecnych w poszczegdinych CWP. Potwierdza to wczesniejsze wyniki
zaobserwowane w hodowlach z uzyciem w charakterze induktora mutanazy zréznicowanych
strukturalnie mutanoéw i wskazuje, ze produkcja tego enzymu zalezy nie tylko od ilosci
wigzan a-(1—3)-glukozydowych w czgsteczce induktora, ale rowniez od wielu innych
czynnikow. Dodatkowo stwierdzono, ze z punktu widzenia technologii produkcji mutanazy,
uzycie CWP przygotowanego z mieszanki owocnikow zétciaka w roznym wieku jest jak
najbardziej uzasadnione. Swiadczy o tym fakt, ze aktywno$é¢ enzymatyczna uzyskana na
takim CWP jest tylko nieznacznie nizsza (0,71 U/cm®) od tej uzyskanej na najlepszym CWP z
pojedynczego okazu (0,82 U/cm?).

Inna seria doswiadczen dotyczyta wykorzystania grzybni wegetatywnej Zzétciaka
siarkowego w charakterze induktora syntezy mutanazy [International Journal of Molecular
Sciences, 2012]. tatwa do otrzymania na duzg skale grzybnia, mogtaby uniezaleznic¢
produkcje mutanazy od zbieranych z natury owocnikdw. W wyniku 5-tygodniowej hodowli
wgtebnej L. sulphureus CBS 388.61, prowadzonej na dziewieciu réznych pozywkach,
wybrano podfoze Sabouraud jako najlepsze medium do pozyskiwania biomasy tego grzyba.
Stwierdzono, ze 3-tygodniowa grzybnia natywna otrzymana na tym podiozu oraz
przygotowane z niej CWP zawieraly najwiecej a-(1—3)-glukanéw (odpowiednio, 19,7 i
27,8%), a CWP uzyte w hodowli wgtebnej T. harzianum indukowato najwyzszg aktywnos¢
mutanolityczng (0,34 U/cm?®). Poziom tej aktywnosci byt ponad dwukrotnie nizszy od
aktywnosci uzyskanej w przypadku uzycia najbardziej wydajnego CWP z owocnikow
z6tciaka. Biorgc jednak pod uwage przeliczenie aktywnosci mutanazy na gram czystego

biopolimeru w CWP, aktywnos$¢ uzyskana na CWP z grzybni (3,06 U/g a-(1—3)-glukanéw) w
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wiekszosci przypadkow przewyzszata aktywnos¢ uzyskang na CWP z owocnikow (2,34 —
3,38 U/g a-(1—3)-glukanéw). Dlatego, stwierdzono, ze grzybnia wegetatywna L. sulphureus
jest rownie efektywnym zrodtem induktoréw syntezy mutanazy jak jego owocniki i moze by¢ z
powodzeniem uzyta do produkcji enzymu w skali przemystowe;j.

Z uwagi na okresowe pojawianie sie owocnikow zotciaka siarkowego w Srodowisku
naturalnym (p6zna wiosna i wczesna jesien), zapewnienie ptynnoéci dostaw tego grzyba jako
zrodta induktora do przemystowej produkcji mutanazy, moze stanowi¢ pewien problem.
Dlatego, we wspétpracy z Katedrg Warzywnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
oraz Farmg Grzybdéw Leczniczych Mycomed podjeto probe jego hodowli na sztucznym
podifozu w warunkach hali uprawowej [World Journal of Microbiology and Biotechnology,
2013]. Hodowle grzyba prowadzono w workach polipropylenowych z zamontowanym filtrem
doktadnym (30 um) i wypetnionych substratem sktadajgcym sie z trocin drzew o drewnie
twardym (dgb) i miekkim (brzoza, olsza, osika, topola), o wilgotnosci pomiedzy 40 a 65%,
uzupetnionym mieszankg organiczng (mieszanka otrgb i ziarna zbdz) w ilosci od 30 do 45%
(w/w) w stosunku do suchej masy trocin oraz mieszankg substancji mineralnych (gtéwnie
gips, dolomit i kreda) w ilosci stanowigcej 7,2% (w/w) w stosunku do suchej masy trocin. Tak
przygotowane worki (3000 wariantéw) szczepiono grzybnig ziarnistg L. sulphureus (jednym z
12 szczepow zoiciaka wyizolowanych ze srodowiska naturalnego) i szczelnie zamkniete
inkubowano przez 40 dni w komorze o temperaturze w granicach 22-24°C i wilgotnosci
wzglednej 65-70%, naswietlajgc swiattem fluorescencyjnym o natezeniu oswietlenia 100-150
Ix przez 8-10 godz./dobe, a takze stosujgc wymiane powietrza w komorze raz na 4 do 8
godzin. Po tak przeprowadzonej kolonizacji podtoza, proces powstawania owocnikow
indukowano metodg termiczno-tlenowg wstrzykujgc do wnetrza opakowania, poprzez filtr
doktadny, wode o temperaturze 5-10°C w ilosci 10-15% (w/w) lub w drugim wariancie
metodg termiczng, schtadzajgc podtoze z grzybnig do temperatury 2-4°C. Zawigzki
owocnikow pojawiaty sie na powierzchni filtra juz po 5-6 dniach od momentu indukcji, a po
kolejnych 2 dniach zaczety sie rozwijaé w owocniki, ktére ostatecznie dorastaty do 200-300
g. Jak ustalono, w procesie owocnikowania kluczowg role odgrywat stopien suplementaciji
organicznej oraz wilgotno$¢ podtoza. Przeprowadzone z sukcesem, préby hodowli
owocnikow Zzodtciaka siarkowego w duzej skali oraz brak takich doniesien w literaturze
naukowej, daty podstawe do zastrzezenia wynikow badan w postaci zgtoszenia patentowego
[P.397668]". Otrzymanie owocnikéw zotciaka w duzej skali jako zrodta induktora syntezy
mutanazy, dato réwniez zielone $wiatto dla opracowania przemystowej technologii produkcji

tego enzym.

4 Wiater, A., Pleszczynska, M., Szczodrak, J., Siwulski, M., Biernacki, K., 2012, Sposéb hodowli owocnikéw
z6tciaka siarkowego (Laetiporus sulphureus), P.397668, Polska, Urzad Patentowy RP.
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Rosliny stanowig najubozsze zrodio a-(1—3)-glukandw i byly ostatnim przebadanym
przeze mnie rezerwuarem tych polisacharydéw. Ich obecnos¢ stwierdzono jedynie w
owocach mango i chlebowca bochenkowego oraz niektérych glonach. Brak jest doniesien na
temat ich wykorzystania do indukcji syntezy mutanazy. Fakt, ze mango (Mangifera indica L.)
jest jednym z najczesciej uprawianych owocow na swiecie, sktonit mnie do wykorzystania go
jako potencjalnego zrédta bezpiecznych dla cztowieka a-(1—3)-glukanéw [International
Journal of Biological Macromolecules, 2013]. Dane literaturowe wskazywaly, ze a-
glukany z owocéw mango nalezg do polisacharyddw rozpuszczalnych w wodzie, dlatego do
ich izolacji z migzszu uzyto ekstrakcji wodnej. Analiza strukturalna wyizolowanych i
oczyszczonych polisacharydow wykazata, ze sg to a-(1—3),(1—4)-glukany o masie
czgsteczkowej 760 kDa, w ktoérych stosunek glukoz potgczonych wigzaniem a-(1—4) i a-
(1—3) wynosi 1:2,4. a-Glukany z mango uzyte w charakterze induktora syntezy mutanazy T.
harzianum nie daly oczekiwanego rezultatu. Pomimo, stosunkowo wysokiego poziomu
ekspresji genu mutanazy (5-krotny wzrost transkrypcji genu mutAW kodujgcego mutanaze T.
harzianum CCM F-340), aktywnos¢ enzymatyczna uzyskana po 3 dniach hodowli wgtebnej
wyniosta zaledwie 34 mU/ml. Niski poziom indukcji przy uzyciu a-glukanéw z mango, nie
wplynagt jednak na aktywno$¢ samej mutanazy. Enzym, uzyty w trakcie 24-godzinnej
hydrolizy natywnego mutanu (zawierajgcego 59,1% wigzan a-(1—3)-glukozydowych)
spowodowalt, ze polimer ulegt solubilizacji w 63%, a jego scukrzenie, w stosunku do ilosci
wigzan a-(1—3)-glukozydowych, wyniosto 92%. Dodatkowo, jak zaobserwowano w obrazie z
mikroskopu konfokalnego, grubos$é¢ biofilmu (imitujgcego plytke nazebng) osadzonego na
krazkach szklanych, w trakcie 3-godzinnej hydrolizy przy uzyciu mieszaniny mutanazy i
komercyjnej dekstranazy, ulegta redukcji z 400 do 80 um.

Podsumowujgc badania zmierzajgce do intensyfikacji wytwarzania mutanazy przez T.
harzianum CCM F-340, nalezy stwierdzi¢, ze poza odkryciem nowych efektywnych
induktoréw syntezy enzymu, zaden z testowanych sposobdéw nie spemit zaktadanych
oczekiwan. Dlatego, wydaje sie, ze optymalnym rozwigzaniem, ktoére otwiera droge do
przemystowej produkcji mutanazy, jest uzycie w charakterze jej induktora CWP z owocnikéw
lub grzybni wegetatywnej zotciaka siarkowego. Jego przewaga nad innymi, dotychczas
stosowanymi, induktorami polega na tym, ze jest bezpieczny dla ludzi, tani i tatwo dostepny.
Dodatkowo w celu zabezpieczenia ptynnosci produkcji przemystowej mutanazy, opracowano
rowniez innowacyjng technologie hodowli owocnikow Zzotciaka siarkowego na sztucznym
podtozu. Mozliwos¢ hodowli tego grzyba uniezalezni ewentualnego producenta mutanazy od
koniecznosci pozyskiwania go ze srodowiska naturalnego.

Odkrycie bezpiecznego i efektywnego induktora oraz zabezpieczenie zrodta jego
otrzymywania w duzej skali, otworzyto droge do opracowania petnej technologii produkciji

mutanazy na duzg skale, co stwarza realng mozliwos¢ komercjalizacji tego enzymu. W tym
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celu, w oparciu o metode odpowiedzi ptaszczyzny RSM (ang. Responce Surface
Methodology), zoptymalizowano warunki hodowli T. harzianum CCM F-340, a nastepnie we
wspotpracy ze Stacjg Dos$wiadczalng Doskonalenia Technologii w Dziedzinie ,Zywnosé i
Zdrowie” Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, przeprowadzono powiekszenie skali
produkcji mutanazy, poprzez zwiekszenie objetosci stosowanych zbiornikéw hodowlanych z
jednoczesnym zachowaniem parametréw decydujacych o wydajnoéci procesu. Produkcje
enzymu w skali pottechnicznej, przeprowadzono z wykorzystaniem bioreaktora o pojemnosci
catkowitej 150 | (New Brunswick Sciences). Podsumowaniem catego etapu prac byto
opracowanie innowacyjnej w skali Europy instrukcji technologicznej (Nr ITO1-UMCS-12) pt.
.Postepowanie normalizacyjne oraz sporzgdzenie dokumentacji technicznej dla mutanazy,
substancji czynnej dla przysziego produktu w postaci ptynu do ptukania ust, majgcej byé¢
przedmiotem wdrozenia i bedacej wynikiem prac B+R”. Ze wzgledu na klauzule tajnosci
(Dokument ,Know-How” poz. Z/16/12 z dnia 11.12.2012 r., UMCS, Lublin), ktérg objeta jest
instrukcja, jej tres¢ nie jest opublikowana. Instrukcja zawiera charakterystyke substanciji
czynnej, materiatdbw wyjsciowych do produkcji, wielkosci serii i zuzycia surowcow i
materiatéw, procesu technologicznego, badan kontrolnych substancji czynnej, odchylen w
procesie technologicznym i wplywu parametréw na jakos¢ substancji czynnych, nadzoru i
kwalifikacji personelu, wplywu czynnikbw energetycznych na przebieg procesu
technologicznego, transportu wewnetrznego, higieny pomieszczen, urzgdzen i zatogi,
odpadow i Sciekow, BHP i ochrony przeciwpozarowej. Opracowano tez procedury
normalizacyjne dla produkcji mutanazy, tj. szczegétowe specyfikacje dotyczgce materiatu
opakowaniowego, produktu posredniego, materiatu wyjsciowego pochodzenia biologicznego,
podioza hodowlanego, substancji czynnej (mutanaza - produkt koncowy) i substancji
pomocnicze;j.

Przedstawiona powyzej technologia zamyka caly cykl pionierskich badah nad
mutanazg T. harzianum CCM F-340 i jest wynikiem prac badawczych prowadzonych w
ramach grantu zarzadzanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (Inicjatywa
Technologiczna 1) pt. ,Opracowanie technologii produkcji preparatéw enzymatycznych
efektywnych w profilaktyce préchnicy zebdw i oczyszczaniu protez zebowych u ludzi oraz
utrzymaniu wiasciwej higieny jamy ustnej u zwierzat”, ktérego bytem gtéwnym wykonawca.
Nalezy tutaj nadmienic, ze zakonczony w 2012 r. projekt zostat bardzo wysoko oceniony,
szczegolnie pod wzgledem merytorycznym. W ramach grantu IT 1, wykonano réwniez
badania rynku obejmujgce ocene szans i zagrozen zastosowania mutanazy w stomatologii,
badanie wymogow i ograniczen regulacyjnych dla komercjalizacji enzymu oraz badanie
potencjatu, analize regulacyjng, wycene i prognoze sprzedazy dla dwoch produktéw

docelowych w procesie komercjalizacji. Obecnie trwajg poszukiwania kontrahentow
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zainteresowanych wdrozeniem technologii produkcji mutanazy T. harzianum do celéw
stomatologicznych oraz jako odczynnika w badaniach biochemicznych.

Kolejnym etapem badan przeprowadzonych w ramach zgtaszanego osiggniecia
naukowego byta charakterystyka biochemiczna mutanazy T. harzianum CCM F-340 i genu
kodujgcego ten enzym oraz ocena jej potencjalnego wykorzystania do usuwania i
zapobiegania powstawaniu biofilmow jamy ustnej in vitro i in vivo.

W wyniku czterostopniowej procedury oczyszczania mutanazy T. harzianum CCM F-
340 (ultrafiltracja, = chromatografia  jonowymienna, chromatografia  hydrofobowa,
chromatoogniskowanie) otrzymano homogenne biatko o masie czasteczkowej 67 kDa i
punkcie izoelektrycznym 7,1 [Acta Biochimica Polonica, 2013]. Podstawowe parametry
biochemiczne oczyszczonej mutanazy wskazywaty, ze jest ona typowg grzybowg a-(1—3)-
glukanazg. llos¢ skfadnika weglowodanowego w czasteczce enzymu ksztaltowal sie na
poziomie 3%. Optymalne wartosci pH i temperatury dla jego dziatania, wyniosty odpowiednio
5,5 i 45°C, natomiast state kinetyczne Km i Vmax, odpowiednio 0,73 mg/ml i 11,39 x 10
pmol/min/mg biatka. Aktywnos$¢é enzymatyczna mutanazy byta stymulowana obecnoscig
jonéw Mg?* i Na*, natomiast catkowicie hamowana przez jony Hg®*. Dodatkowo, wykazano,
ze N-koncowa sekwencja oczyszczonego biatka (ASSADRLVFCHFMIGIVGDR) jest
identyczna z sekwencjg mutanaz T. harzianum oraz bardzo podobna do wytwarzanych przez
inne grzyby strzepkowe. Oczyszczony enzym wykazywat wysokg specyficznosé substratowg
wobec wigzan a-(1—3)-glukozydowych. Mutanaza hydrolizowata zaréwno rozgatezione
paciorkowcowe mutany, jak i liniowe a-(1—3)-glukany grzybowe, przy czym stopien hydrolizy
nie zalezat tylko od ilosci tych wigzan, ale réwniez od struktury a-glukanow.

Réwnolegle do charakterystyki enzymu przeprowadzono réwniez badania dotyczgce
identyfikacji i analizy funkcjonalnej genu mutAW, kodujgcego mutanaze T. harzianum CCM
F-340 [Polish Journal of Microbiology, 2011]. Ustalono, ze gen mutAW o dtugosci 2000 nt,
zawiera 2 introny o 52 nt i 43 nt, a jego cDNA koduje biatko o masie 68 kDa (634 aa).
Ponadto, 111 nukleotydow od kohca 5 genu koduje peptyd sygnalny o dlugosci 37
aminokwasow. Sekwencja genu mutAW zostata wprowadzona do bazy danych GenBank
(HQ871941). Stwierdzono, ze mutanaza jest wysoce konserwatywnym biatkiem i zawiera
dwie funkcjonalne domeny: N-terminalng domene katalityczng (38-490 aa) i C-terminalng
domene wigzacg polisacharyd (551-634 aa). Analiza sekwencji mutAW na poziomie DNA i
biatka oraz analiza filogenetyczna tego genu, wykazata wysokg homologie sekwencji do
genu mutanazy Hypocrea lixii (96,2% identycznosci), T. asperellum (82,8%) oraz genu mutA
Penicillium purpurogenum (72,7%).

Celem ostatniego etapu badan, byta ocena skutecznosci mutanazy T. harzianum
CCM F-340 w rozktadzie biofilméw jamy ustnej, in vitro i in vivo. W poczatkowej fazie badan

przeprowadzono doswiadczenie, w ktdrym okreslono wplyw mutanazy na formowanie sie
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wielosktadnikowego biofilmu, w symulowanych warunkach jamy ustnej [Acta Biochimica
Polonica, 2013]. W eksperymencie wykorzystano bioreaktor do hodowli biofiiméw (CBR 90
CDC Biofilm Reactor, BioSurface Technologies Corp., USA), umozliwiajgcy osadzanie
sztucznej plytki nazebnej na twardych powierzchniach (np. krazkach szklanych) w
warunkach stresu wywotanego przez sity Scinajgce, symulujgce warunki panujgce w jamie
ustnej. Sity te mogg miec¢ istotny wptyw na skfad, strukture, a przez to i opornos¢ biofilmu.
Krazki szklane, imitujgce powierzchnie zeba, optaszczano sztuczng $ling, a nastepnie
umieszczano w naczyniu bioreaktora zawierajgcym podtoze BHI zaszczepione 12-godzinng
hodowlg paciorkowcéw prochnicotworczych. Krazki z wyhodowang sztuczng ptytkg nazebng
zanurzano 3 razy dziennie na 30 min w BHI z dodatkiem 3% sacharozy, co symulowato
przyjmowanie regularnych positkdw przez cziowieka. Nastepnie krgzki przenoszono na 3 min
do roztworéw mutanazy lub buforu (co symulowato wiasciwg higiene jamy ustnej poprzez
stosowanie ptukanki z mutanazg lub placebo) i po przeptukaniu buforem przenoszono z
powrotem do podtoza BHI zaszczepionego bakteriami. Doswiadczenie prowadzono przez 4
dni. Po tym czasie, stosujgc metode barwienia erytrozyng, oceniono ilos¢ osadzonej na
krazkach sztucznej ptytki nazebnej. Doswiadczenie wykazato, ze mutanaza T. harzianum
CCM F-340, po relatywnie krotkim kontakcie z biofilmem (3 x 3 min/24 godz.) zredukowata
jego wielkos¢ o blisko 30%, potwierdzajgc tym samym zasadnos¢ jej uzycia jako substancii
czynnej w srodkach higieny jamy ustnej.

Kolejnym etapem weryfikujgcym skutecznos¢ mutanazy z T. harzianum CCM F-340 w
zapobieganiu préchnicy zebdéw, byly badania in vivo przeprowadzone we wspodtpracy z
Zaktadem Stomatologii Zachowawczej Uniwersytetu Warszawskiego [Polish Journal of
Environmental Study, 2011]. Do oceny skutecznos$ci dziatania przeciwprochnicowego uzyto
réwniez preparatu mutanazy bakteryjnej z Paenibacillus curdlanolyticus MP-1. Oba preparaty
zostaty pozytywnie zweryfikowane w badaniach toksykologicznych (badanie dziatania
draznigcego po wielokrotnym podaniu naskérnym wykonane na krélikach, badanie dziatania
draznigcego na btone sSluzowg i pozostate struktury anatomiczne oka krélika oraz badanie
dziatania uczulajgcego wykonane na s$winkach morskich) przeprowadzonych przez
Narodowy Instytut Lekow w Warszawie, a nastepnie uzyskaty pozytywng rekomendaciji
Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Warszawskiego.

Badania przedkliniczne skfadaty sie z dwoch etapéw i zostaty przeprowadzone z
zastosowaniem zasady podwojnie Slepej préby. Czterdziestu dwoch ogdlnie zdrowych
ochotnikébw w wieku od 18 do 40 lat z zachowanym uzebieniem w odcinku przednim bez
widocznych wypetnien oraz uzupetnien protetycznych zostato losowo podzielonych na trzy
14-osobowe grupy (dwie badane, ktore uzywaty mutanazy T. harzianum CCM F-340 lub P.
curdlanolyticus MP-1 i jedng kontrolng). W pierwszym etapie dwie grupy badane ptukaty

jame ustng ptukankag (2x po 1 min/ 3x/dobe) zawierajgcg enzym natomiast grupa kontrolna
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uzywata placebo. W drugim etapie wszystkie trzy grupy uzywaty placebo. Przed i po kazdym
etapie, u ochotnikbw wykonywano profesjonalny zabieg oczyszczania zebdw, tj. catkowite
usuniecie ptytki nazebnej i fluoryzacje oraz zestaw badan kontrolnych. Na podstawie badania
klinicznego zostaty ocenione nastepujgce wskazniki: agregacji ptytki nazebnej oznaczony
metodg kolorymetryczng oraz Quigley Hein Indeks (QHI), krwawienia (Bl) oraz stanu dzigset
i przyzebia (PSI). Ponadto, w celu oceny poziomu cytokin (IL-6 i IL-10) oraz miana flory
bakteryjnej (Streptococcus mutans i Lactobacillus) pobrano od pacjentow probki Sliny.
Analiza uzyskanych wynikdw pozwolita zauwazy¢ nastepujgcg tendencje. W grupie
stosujgcej mutanaze T. harzianum CCM F-340 zaobserwowano mniejszg akumulacje ptytki
nazebnej ocenianej za pomocg wskaznika QHI i metodg kolorymetryczng w poréwnaniu z
grupg kontrolng. Wyniki ekspertyzy potwierdzajg skutecznos¢ tej mutanazy w hamowaniu
agregaciji biofilmu bakteryjnego na powierzchni zebéw i dajg nadzieje na jej potencjalne
wykorzystanie w produktach higieny jamy ustnej. Jednak z uwagi na matg liczebnos¢ grup
obserwowane réznice nie byly znamienne statystycznie. Dlatego wskazane wydaje sie
kontynuowanie badan klinicznych nad preparatem grzybowej mutanazy na bardziej
reprezentatywnej grupie pacjentow.

Mozliwosci wykorzystania mutanazy w praktyce stomatologicznej nie ograniczajg sie
jedynie do usuwania ptytki nazebnej, ale tez innych biofilméw powstajacych w jamie ustnej,
np. ptytki protez (ang. denture plague) gromadzgcej sie na ruchomych uzupetnieniach
protetycznych. W tym celu, w doswiadczeniach prowadzonych in vitro, przetestowano
dziatanie trzech enzyméw glukanolitycznych, mutanazy T. harzianum CCM F-340,
bakteryjnej mutanazy z P. curdlanolyticus MP-1 oraz handlowego preparatu dekstranazy
firmy Sigma-Aldrich [Dental and Medical Problems, 2005]. Specjalnie przygotowane ptytki
akrylowe, imitujgce aparaty protetyczne, optaszczano jatowg $ling, a nastepnie osadzano na
nich biofilm utworzony przez 9 gatunkéw bakterii izolowanych z jamy ustnej oraz jeden
gatunek drozdzy C. albicans. Ptytki akrylowe pokryte biofilmem umieszczano na okres 12
godzin w roztworach buforowych zawierajgcych mieszaniny poszczegodlnych mutanaz i
dekstranazy lub mieszanine wszystkich trzech enzymow. Kontrole stanowity ptytki akrylowe
zanurzone w samym buforze lub w wodzie z dodatkiem handlowego $rodka do czyszczenia
ruchomych uzupetnien protetycznych (kontrola pozytywna). Dziatanie poszczegodlnych
mutanaz (w tym mutanazy T. harzianum CCM F-340) w pofgczeniu z dekstranazg
spowodowato wyrazne naruszenie struktury biofilmu (mutan bedacy jego spoiwem zostat
roztozony), natomiast mieszanina wszystkich trzech enzymow zhydrolizowata mutan
catkowicie (co obserwowano w postaci bardzo cienkiej warstwy osadu). Pozostatosci
biofilmu, ktore stanowity przede wszystkim wolne komérki drobnoustrojow, mozna byto tatwo

usung¢ przez delikatne sptukanie ptytek akrylowych wodg. Preparat handlowy, uzyty w
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badaniach jako kontrola pozytywna, byt nieskuteczny, tzn. struktura mutanu w biofilmie po
jego dziataniu pozostata nienaruszona.

Zastosowanie mutanaz, charakteryzujgcych sie selektywnym i tagodnym dziataniem,
w preparatach higieny jamy ustnej, jest rozwigzaniem biotechnologicznym bedgcym
konkurencja dla innych metod. Ze wstepnego rozeznania wynika, ze w naszym kraju istnieje
duze zapotrzebowanie na tego typu preparaty, a szczegdlnie byliby nimi zainteresowani
producenci gum do Zucia, ptynéw do ptukania jamy ustnej, zeli stosowanych na dzigsta i past
do zeboéw. Enzym moze by¢ takze dodawany do ptynéw do mycia i przechowywania protez i
aparatow nazebnych w celu usuniecia osadu mikrobiologicznego, ktory jest przyczyng
ucigzliwych zakazen drozdzakowych. Preparatéw takich nie ma jeszcze na polskim rynku, a
w krajach zachodnich istniejg jedynie pojedyncze wzmianki na temat patentéw receptur
srodkow higieny jamy ustnej zawierajgcych oprécz mutanazy pochodzacej z drozdzy,
dodatkowo inne enzymy. Wydaje sie wiec, ze nadszedt odpowiedni moment na rozwiniecie
tego typu badan w kraju, a uzyskane wyniki nalezatoby jak najszybciej praktycznie

wykorzystac.

Najwazniejsze wyniki badan zwigzane z opisanym powyzej nurtem badawczym,

zawarte w monotematycznym cyklu 14 oryginalnych prac eksperymentalnych:

o wyselekcjonowanie  wysokowydajnego producenta grzybowej mutanazy -
Trichoderma harzianum CCM F-340, ktérego aktywnos¢ enzymatyczna (ustalona w
wyniku hodowlanych procedur optymalizacyjnych) jest obecnie najwyzszg z
opisanych w literaturze,

e otrzymanie mutanta, T. harzianum F-340-48 o ponad dwukrotnie wyzszej aktywno$ci
mutanolitycznej w stosunku do kultury rodzicielskiej,

e opracowanie homo- i heterologicznych uktadéw ekspresyjnych do nadprodukdji
mutanazy,

e otrzymanie i scharakteryzowanie 76 strukturalnie zréznicowanych mutanéw, w tym
czterech polimeréw o unikatowej, nie opisanej dotychczas w literaturze strukturze
chemicznej i wiasciwosciach fizykochemicznych. Ponadto, uzycie tych mutanéw w
charakterze induktoréw mutanazy i wykazanie braku korelacji miedzy produkcjg
enzymu a ilo$cig wigzan a-(1—3)-glukozydowych w czgsteczce biopolimeru, co
Swiadczy o tym, ze jej poziom zalezy nie tylko od ilosci wigzan, ale rowniez od wielu

innych czynnikéw,
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e zoptymalizowanie warunkéw dwustopniowej biosyntezy mutanu, wynikiem czego byto
12-krotne, w porownaniu z danymi literaturowymi, zwiekszenie produkcji tego
polimeru,

e opracowanie wydajnej i zdecydowanie najtanszej, w stosunku do procedur
dostepnych w literaturze przedmiotowej, metody izolacji a-(1—3)-glukanow ze sSciany
komorkowej zétciaka siarkowego,

e wykorzystanie po raz pierwszy do indukcji grzybowej mutanazy, bogatych w a-(1—3)-
glukany, owocnikéw i grzybni zolciaka siarkowego jako nowych, alternatywnych w
stosunku do paciorkowcowego mutanu, zrédet induktora tego enzymu,

e opracowanie i zgtoszenie do opatentowania innowacyjnej technologii hodowli
owocnikow zotciaka siarkowego (L. suphureus) na sztucznym podiozu,

o wykorzystanie po raz pierwszy roslinnego a-glukanu izolowanego z owocow mango w
charakterze nowego induktora mutanazy i ocena jego skutecznoéci w reakcji Real-
Time RT-PCR,

e opracowanie innowacyjnej w skali Europy instrukcji technologicznej produkciji
mutanazy T. harzianum CCM F-340 w oparciu 0 czesciowo oczyszczony materiat
Sciany komorkowej (CWP) z zétciaka siarkowego (Dokument ,Know-How”, UMCS,
Lublin) oraz procedur normalizacyjnych dla produkcji tego enzymu,

e oczyszczenie i okreslenie wiasciwosci biochemicznych mutanazy T. harzianum CCM
F-340 oraz genu kodujgcego ten enzym,

e ocena aktywnosci przeciwprdochniczej mutanazy w badaniach in vitro: z uzyciem
sztucznej ptytki nazebnej osadzanej na krgzkach szklanych w bioreaktorze do
hodowli biofilméw w warunkach stresu wywotanego przez sity Scinajgce, symulujgce
warunki panujgce w jamie ustnej; oraz biofilméw osadzonych na ptytkach akrylowych,
imitujgcych aparaty protetyczne,

e przeprowadzenie badan przedklinicznych i pozytywne zweryfikowanie hipotezy o
hamowaniu agregac;ji ptytki nazebnej na powierzchni zebdéw u ludzi przez mutanaze

T. harzianum CCM F-340 dostarczang do jamy ustnej w postaci ptukanki.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnieé naukowo — badawczych
Po uzyskaniu stopnia doktora zostatem, 1 pazdziernika 2002 roku, zatrudniony na

stanowisku adiunkta w Zaktadzie Mikrobiologii Przemystowej UMCS, w ktérym pracuje do

dnia dzisiejszego. Gtéwnym przedmiotem moich zainteresowan w tym okresie, byfa
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kontynuacja pionierskich badan nad grzybowymi mutanazami, ktére opisatem w punkcie 4.

Rownoczesnie jednak poszukiwatem nowych tematow badawczych, do ktérych naleza:

a) Charakterystyka strukturalna grzybowych a-(1—3)-glukanéw oraz ocena

aktywnosci biologicznej ich karboksymetylowanych pochodnych

Od wielu lat duzo uwagi poswieca sie badaniom grzybéw jako rezerwuaru substanciji
przeciwnowotworowych i immunomodulujgcych. Wiasciwosci te potwierdzono juz dla wielu
polisacharydoéw izolowanych z grzybéw, szczegdlnie B-(1—3)- i B-(1—6)-glukandéw. Jak
dotad, najmniej poznang i przebadang grupe polisacharydéw grzybowych stanowig a-(1—3)-
glukany. Poza doniesieniami dotyczgcymi ich wykorzystania jako induktoréw syntezy
mutanazy, pismiennictwo z zakresu oceny potencjatu przeciwnowotworowego a-(1—3)-
glukanow to zaledwie kilka pozycji. Dlatego, we wspoipracy z Zaktadem Wirusologii i
Immunologii oraz Zaktadem Genetyki i Mikrobiologii UMCS i Katedrg Warzywnictwa
Uniwersytetu  Przyrodniczego w  Poznaniu, oceniono mozliwo$¢ zastosowania
karboksymetylowanych pochodnych a-(1—3)-glukanoéw jako potencjalnych lekéw w terapii
przeciwnowotworowe;j.

W ramach przeprowadzonych badan wyizolowywano, oczyszczono i okreslono
strukture oraz podstawowe witasciwosci fizyko-chemiczne a-(1—3)-glukanéw z wybranych
owocnikow grzybow hodowlanych (Laetiporus sulphureus, Piptoporus betulinus, Lentinus
edodes, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, P. citrinopileatus, P. djamor, P. erynii, P.
precoce) oraz grzybni wegetatywnej grzybow z rodzaju Aspergillus (A. niger, A. wentii, A.
fumigatus, A. nidulans). W celu zwigkszenia reaktywno$ci, nierozpuszczalne w wodzie a-
glukany przeprowadzono, w wyniku karboksymetylacji, w formy rozpuszczalne. Nastepnie, w
oparciu 0 metody MTT (aktywnosé mitochondrialnej dehydrogenazy bursztynianowej), NR
(wchtanianie czerwieni obojetnej), DPPH (zmiatanie wolnych rodnikow tlenowych) oraz
barwienia fluorescencyjnego z uzyciem mieszaniny bromku etydyny (BE) z oranzem
akrydyny (OA), Hoechst 33342 (H) z jodkiem propidyny (JP) oraz barwienia z rodaming-
falloidyng oceniono wptyw karboksymetylo-a-(1—3)-glukanéw na zywotnosc i proliferacje
komorek prawidtowych: CCD 841 CoTr (komérki nabtonkowe jelita), CCD-18Co (fibroblasty
jelita) i HSF (Human Skin Fibroblasts), oraz komoérek nowotworowych: HelLa (rak szyjki
macicy) i Jurkat klon E6-1 (ludzkie limfocyty T linii biataczkowej). W wiekszosci przypadkéw,
badane polisacharydy powodowaty spadek intensywnosci metabolizmu, zarowno komorek
prawidtowych jak i nowotworowych, natomiast nie uszkadzaty btony tych komérek oraz nie
powodowaty zmiatania wolnych rodnikéw tlenowych. Przeprowadzone badania byty tematem

5 doniesien konferencyjnych oraz zostaty czesciowo opublikowane:
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e Wiater, A., Paduch, R., Pleszczyhska, M., Préchniak, K., Choma, A., Kandefer-Szerszen,
M., Szczodrak, J., 2011: a-(1—3)-D-Glucans from fruiting bodies of selected
macromycetes fungi and the biological activity of their carboxymethylated products.
Biotechnology Letters. 33, 787-795.

o Wiater, A., Paduch, R., Choma, A., Pleszczynska, M., Siwulski, M., Dominik, J., Janusz,
G., Tomczyk, M., Szczodrak, J., 2012: Biological study on carboxymethylated (1—3)-a-D-
glucans from fruiting bodies of Ganoderma lucidum. International Journal of Biological
Macromolecules. 51, 1014-1023.

b) Charakterystyka fitochemiczna i ocena aktywnosci przeciwpréchniczej ekstraktow

z wybranych gatunkéw z rodzaju Potentilla

Okres po obronie pracy doktorskiej to czas kiedy poszukiwatem réwniez nowych,
innych niz enzymy glukanolityczne, zrodet i sposobow zapobiegania prochnicy zebow.
Zainteresowatlem sie wowczas naturalnymi ekstraktami roslinnymi, ktére jak wynikato z
literatury przedmiotowej dziatajg poprzez redukcje istniejgcej ptytki nazebnej oraz chronig
przed powstawaniem nowej. Ponadto, potwierdzono bezposredni wptyw wyciggow roslinnych
na gtdwne czynniki wirulencji tj. wzrost bakterii prochnicotworczych, aktywnosé
glukozylotransferaz (GTF-az) odpowiedzialnych za synteze glukanoéw ptytki nazebnej oraz
produkcje kwasu mlekowego.

Badania rozpoczeto od skriningu wybranych surowcéw zielarskich (ziele jemioty,
skrzypu, glistnika, macierzanki i tymianku, liS¢ pokrzywy, porzeczki czarnej, orzecha
wioskiego, szatwii i miety pieprzowej, kigcze pieciornika i tataraku, korzen mydinicy
lekarskiej, prawoslazu lekarskiego i Zen-szenia, kora debu, owoc dzikiej rézy) w kierunku
hamowania aktywnosci GTF-az paciorkowcéw zmiennych (Streptococcus mutans, S.
sobrinus i S. sobrinus/downei). Sposréod badanych surowcoéw najsilniejszym inhibitorem
aktywnosci GTF-az okazat sie wyciag z kigcza pieciornika kurze ziele (Potentilla erecta).
Zwigzki zawarte w ekstrakcie silnie hamowaty ogodlng aktywno$¢ GTF-az, aktywnosc¢
enzymow syntetyzujgcych nierozpuszczalny w wodzie mutan oraz redukowaty przyczepnosé
tego glukanu do twardych powierzchni. Wyniki tych badan skfonity nas do nawigzania
wspotpracy z Zakladem Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, ktory jest
znanym w Polsce osrodkiem specjalizujgcym sie w badaniach fitochemicznych roslin z
rodzaju Potentilla. Wspétpraca zaowocowata otrzymaniem grantu zespotowego MNiSW (Nr
N N405 621638, 2009-2013) pt. ,Badania fitochemiczne wybranych gatunkéw z rodzaju
Potentilla L. oraz ocena ich aktywnosci przeciwprochniczej”, ktérego jestem gtdwnym

wykonawca.
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W ramach realizowanego projektu przebadano dwanascie gatunkéw roslin z rodzaju
Potentilla, okreslajgc sktad fitochemiczny oraz wiasciwosci przeciwprochnicze ich wodnych
ekstraktow. W przypadku P. recta i P. rupestris scharakteryzowano réwniez ekstrakty
przygotowane z uzyciem 50% etanolu, eteru dietylowego, octanu etylu i n-butanolu.
Stwierdzono, ze wszystkie ekstrakty skutecznie ograniczaty synteze nierozpuszczalnych w
wodzie glukanow (mutanow) i tworzenie sie biofilmu bakteryjnego in vitro. Natomiast jedynie
wodny ekstrakt z P. fructicosa, ktéry zawierat najwiecej zwigzkéw polifenolowych (116,3
mg/g s.m.), wykazywat szczegolnie silne hamowanie wzrostu Streptococcus spp (MIC i MBC
— 3,2 mg/ml). Uzyskane wyniki wskazujg, ze ekstrakty z Potentilla, a szczegolnie z P.
fruticosa, mogg stac sie nowym uzytecznym zrodtem zwigzkow aktywnych w profilaktyce
préchnicy zebow. Rezultaty w/w badan opublikowano w czasopismach o zasiegu krajowym i

miedzynarodowym:

e Pleszczynska, M., Wiater, A., Szczodrak, J., Bachanek, T., 2003: Poszukiwanie
naturalnych inhibitorow aktywnosci glukozylotransferaz paciorkowcéw zmiennych. Nowa
Stomatologia. 26, 163-168.

o Wiater, A., Pleszczynska, M., Prochniak, K., Szczodrak, J., 2008: Anticariogenic activity
of the crude ethanolic extract of Potentilla erecta (L.) Raeusch. Herba Polonica. 54 (2),
41-45.

e Tomczyk, M., Pleszczynska, M., Wiater, A., 2010: Variation in total polyphenolics
contents of aerial parts of Potentilla species and their anticariogenic activity. Molecules.
15, 4639-4651.

e Tomczyk, M., Wiater, A., Pleszczynska, M., 2011: In vitro Anticariogenic Effects of aerial
parts of Potentilla recta and its phytochemical profile. Phytotherapy Research. 25, 343-
350.

c) Badania nad mutanaza bakteryjng z Paenibacillus curdlanolyticus MP-1

Roéwnolegle z badaniami nad mutanazg z Trichoderma harzianum CCM F-340, ktére
stanowity podstawe prezentowanego osiggniecia, uczestniczytem réwniez w pracach
dotyczgcych szeroko zakrojonej selekcji drobnoustrojow dla pozyskania nowych szczepow
zdolnych do rozktadu paciorkowcowego mutanu. W celu izolacji ze srodowiska naturalnego
(50 prébek gleby zebranych w 15 regionach swiata) mikroorganizmow wytwarzajgcych
pozakomdrkowo mutanaze zastosowano kompleksowe metody przesiewowe obejmujgce
pobranie probek, hodowle wzbogacajgce, testy selekcyjne i hodowlane oraz identyfikacje
taksonomiczng (testy APl oraz sekwencjonowanie fragmentu 16S rRNA) wybranych kultur.

Efektem skriningu byto wyselekcjonowanie kilkudziesieciu kultur wykazujgcych aktywnosc¢
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mutanolityczng. W Polsce jestesmy obecnie jedynymi, a na swiecie nalezymy do nielicznych
posiadaczy tak bogatej kolekcji drobnoustrojéw wytwarzajgcych mutanazy. Szczegolng
uwage poswiecilismy jednak wysokowydajnemu szczepowi Paenibacillus curdlanolyticus
MP-1, ktory po wstepnej charakterystyce zdeponowano w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw
Przemystowych IBPRS w Warszawie pod numerem KKP 2017 p. Szczep ten stanowi nowe,
nie opisane dotychczas w literaturze zrédto endomutanazy bakteryjne;j.

Dalsze badania nad mutanazg z P. curdlanolyticus MP-1 wykonywano juz w ramach
wysokonakfadowego projektu badawczego Nr KB/46/13110/IT1-B/U/08 pt. ,Opracowanie
technologii produkcji preparatow enzymatycznych efektywnych w profilaktyce prochnicy
zebdw i oczyszczaniu protez zebowych u ludzi oraz utrzymaniu wtasciwej higieny jamy ustnej
u zwierzat®’, zarzagdzanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju i realizowanego w
ramach przedsiewziecia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Inicjatywa Technologiczna
1), ktérego bytem gtdwnym wykonawcg. W ramach projektu przeprowadzono optymalizacje
hodowli P. curdlanolyticus oraz opracowano nowy sposob wytwarzania bakteryjnej mutanazy
w oparciu o alternatywny do paciorkowcowego mutanu, tani i bezpieczny a-(1—3)-glukan,
pochodzgcy z zéfciaka siarkowego; oczyszczono i opisano witasciwosci biochemiczne tego
enzymu; zidentyfikowano gen mutanazy z P. curdlanolyticus, sklonowano w E. coli oraz
scharakteryzowano rekombinowany enzym; oceniono efektywno$¢ dziatania badanej
glukanazy na mutan oraz jej skutecznos¢ przeciwprochniczg in vitro oraz in vivo w badaniach
przedklinicznych na ludziach. Wyniki w/w badan staty sie podstawg do opracowania 3
zgtoszen patentowych, 12 doniesien konferencyjnych oraz zostaty opisane w 5 publikacjach

0 zasiegu miedzynarodowym:

e Pleszczynska, M., Marek-Kozaczuk, M., Wiater A., Szczodrak, J., 2007: Paenibacillus
strain MP-1: a new source of mutanase. Biotechnology Letters. 29, 755-759.

e Pleszczynska, M., Wiater, A., Szczodrak, J., 2008: Methods for obtaining active
mutanase preparations from Paenibacillus curdlanolyticus. Preparative Biochemistry and
Biotechnology. 38, 389-396.

o Pleszczynska, M., Wiater, A., Szczodrak, J., 2010: Mutanase from Paenibacillus sp. MP-
1 produced inductively by fungal a-1,3-glucan and its potential for the degradation of
mutan and Streptococcus mutans biofilm. Biotechnology Letters. 32,1699-1704.

o Pleszczynska, M., Wiater, A., Skowronek, M., Szczodrak, J., 2012: Purification and
characterization of mutanase produced by Paenibacillus curdlanolyticus MP-1.
Preparative Biochemistry and Biotechnology. 42, 335-347.

o Pleszczynska, M., Boguszewska, A., Tchorzewski, M., Wiater, A., Szczodrak, J., 2012:
Gene cloning, expression, and characterization of mutanase from Paenibacillus

curdlanolyticus MP-1. Protein Expression and Purification. 86, 68-74.
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Plany na przysztos¢

W najblizszej przysztosci zamierzam kontynuowac badania dotyczgce komercjalizacji
mutanazy T. harzianum CCM F-340. Szczegdlnie, ze enzym ten nie figuruje jeszcze w
ofercie zadnej z firm biotechnologicznych na Swiecie i poza potencjalnym zastosowaniem
(jako substancja aktywna) w srodkach higieny jamy ustnej, moze by¢ uzyty jako odczynnik
chemiczny. Mutanaza hydrolizuje a-(1—3)-glukany w jamie ustnej, ale réowniez wystepujgce
w Scianie komoérkowej grzybow. Dlatego moze sta¢ sie uzytecznym narzedziem do
otrzymywania protoplastéw grzybowych (wykorzystywanych, m.in. w badaniach
genetycznych), do badania struktury polisacharydow (biologia i chemia), jako biopreparat dla
rolnictwa (zwalczanie fitopatogendw grzybowych), a takze $rodek do zwalczania préchnicy i
odoru z jamy ustnej psow i kotow. W swoich badaniach, zamierzam rowniez poswieci¢
uwage potencjalnemu uzyciu mutanazy do usuwania biofilméw tworzonych w ptucach przez
kolonizujgcego drogi oddechowe grzyba Aspergillus fumigatus.

Planuje rowniez, kontynuowanie badanh zwigzanych z charakterystyka grzybowych a-
(1—3)-glukanéw i wykorzystaniem ich rozpuszczalnych w wodzie pochodnych do badania
odpowiedzi immunologicznej, prawidtowych i nowotworowych komaorek wybranych odcinkow
uktadu pokarmowego. Ponadto, jestem obecnie zaangazowany w badania dotyczgce oceny
odpowiedzi immunologicznej barciaka wigkszego (Galleria mellonella) na a- i B-glukany
grzybowe.
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