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I1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

1993 r. Tytul magistra biologii, specjalnos¢ biologia ogélna

Praca magisterska pt. ,,Wptyw hydrokortyzonu na reakcje obronne gasienic Galleria
mellonella” wykonana na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii
i Biotechnologii) UMCS

Promotor: prof. dr hab. Jan Jarosz

2006 r. Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, specjalno$¢ immunologia
bezkregowcow

Praca doktorska pt. ,,Lizozymy wybranych gatunkow bezkrggowcow jako czynniki naturalnej
odporno$ci przeciwzakaznej” wykonana na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie
Wydziat Biologii 1 Biotechnologii) UMCS

Promotor: prof. dr hab. Teresa Jakubowicz

I11. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

1993-1998 specjalista w Katedrze Higieny Zwierzat i Srodowiska Akademii Rolniczej
w Lublinie (obecnie Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie)

Od 01.11.1998 - 30.09.2006 asystent w Zaktadzie Patologii Owaddéw, przemianowanym na
Zaktad Immunologii Bezkregowcéw w 2001 roku

Od 1.10.2006 - do chwili obecnej adiunkt w Zaktadzie Immunobiologii (zmieniony profil
I nazwa zaktadu w 2012 r.) Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie



Przebieg pracy naukowo-badawczej przed doktoratem

Studia rozpoczg¢tam w 1988 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie
Wydziale Biologii i Biotechnologii) UMCS. W 1993 roku obronitam prac¢ magisterskg
realizowang w Zakladzie Patologii Owadow pt. ,,Wplyw hydrokortyzonu na reakcje obronne
Galleria mellonella” pod kierunkiem prof. dr. hab. Jana Jarosza. Wyniki przeprowadzonych

badan zostaly opublikowane w pracy:

1. Fiolkka M. 1998. Dzialanie hydrokortyzonu na reakcje obronne typu humoralnego
u Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera, Pyralidae). Wiadomosci Entomol., 17, (2), 109-
119.

W 1993 roku rozpoczetam prace w Katedrze Higieny Zwierzat i Srodowiska Akademii
Rolniczej w Lublinie na stanowisku inzynieryjno-technicznym. Glownym zadaniem
realizowanym na moim stanowisku byly badania mikrobiologiczne prob mleka krowiego
zroznych miejsc regionu oraz analizy bakteriologiczne prob wody. Jednoczes$nie
wspotpracowatam z pracownikami Katedry Fizjologii Zwierzat Wydziatu Weterynaryjnego
i Katedry Biologicznych Podstaw Produkcji Zwierzgcej Wydzialu Zootechnicznego, badajac
wplyw suplementacji diety na parametry immunologiczne zwierzat laboratoryjnych oraz
analizujagc wskazniki odpornosci wrodzonej u roznych gatunkow ptakoéw hodowlanych.
W okresie pracy w Akademii Rolniczej (1993-1998) uczestniczytam w wielu konferencjach
prezentujac wyniki wlasnych doswiadczen oraz publikujac zebrane wyniki badan
interdyscyplinarnych.

Pracujac w AR rozpocze¢tam w 1997 roku studia doktoranckie na Wydziale Biologii
i Nauk o Ziemi w Zaktadzie Patologii Owadow, a w 1998 roku zostalam zatrudniona na etacie
asystenta w tej jednostce. W 2000 roku Zaktad Patologii Owaddéw zostat przemianowany na
Zaktad Immunologii Bezkregowcow. W 2006 roku obronitam prace doktorska pt. ,,Lizozymy
wybranych gatunkow bezkregowcow jako czynniki naturalnej odpornosci przeciwzakazne;j”.
Promotorem pracy byla prof. dr hab. Teresa Jakubowicz. Moj dorobek naukowy przed
doktoratem liczy 10 oryginalnych prac badawczych opublikowanych w czasopismach
0 zasiggu krajowym i migdzynarodowym, 16 prac eksperymentalnych opublikowanych
w monografiach i materiatach konferencyjnych oraz 24 komunikaty.

Pod kierunkiem prof. dr. hab. Jana Jarosza rozpoczetam badania nad wplywem
wybranych antybiotykéw na uktad odpornosciowy owadow Galleria mellonella. Po zmianie

profilu Zaktadu kontynuowatam doswiadczenia poszerzajac je o eksperymenty wykonywane
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na réoznych gatunkach bezkregowcoéw. W trakcie realizacji pracy doktorskiej prowadzitam
badania nad aktywnoscia i1 ekspresja lizozymu u owaddéw - gasienic i poczwarek
G. mellonella oraz analizowatam biatka typu lizozymu u innych organizméw bezkrggowych.
W badaniach wykrylam kilka nowych immunoreaktywnych biatek o masach 16,3 kDa,
16,8 kDa i 27 kDa rozpoznawanych przez przeciwciata skierowane przeciw lizozymowi
G. mellonella i lizozymowi biatka jaja kurzego. Wykazatam, ze podanie aktynomycyny D czy
aktydionu lub cyklosporyny A, zaimmunizowanym gasienicom powodowato obnizenie
aktywnos$ci lizozymu, ktoremu towarzyszyl spadek poziomu biatka 0 masie czasteczkowej
15 kDa, zahamowanie ckspresji biatek 16,3 kDa, 16,8 kDa i 27 kDa oraz zahamowanie
syntezy peptydow odpornosciowych. Ponadto w badaniach izolowatam bakterie jelitowe
z poczwarek szrotowka kasztanowcowiaczka Cameraria ohridella — groznego szkodnika
drzew. W przewodzie pokarmowym poczwarek C. ohridella zidentyfikowatam bakterie
Aerococcus viridans oraz Aeromonas salmonicida wytwarzajace substancje o aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej typu lizozymu. Po tescie immunodetekcji probek ptynu
pohodowlanego tych bakterii stwierdzitam obecno$¢ dwoch biatek o masach 15 kDa i 28 kDa
rozpoznawanych przez przeciwciala skierowane przeciw lizozymowi bialtka jaja kurzego,
aw ekstrakcie z poczwarek C. ohridella analizowanym technika bioautografii réwniez

zlokalizowatam dwie formy lizozymu. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy:

> Fiolka M., Ptaszynska A., Czarniawski W. 2005. Antibacterial and antifungal lysozyme-

type activity in Cameraria ohridella pupae. J. Ivertebr. Pathol., 90, 1-9.

U $limakéw wykazatam rowniez istnienie kilku biatek typu lizozymu. W jajach Helix
aspersa maxima, przeciwciatla rozpoznaly trzy immunoreaktywne biatka o masie
czasteczkowe] wynoszacej miedzy 13-17 kDa, za§ w watrobotrzustce zidentyfikowatam trzy
biatka 0 masie w przedziale 34-42 kDa. W jajach najwickszego $limaka ladowego Achatina
achatina wykrytam trzy biatka o masie czasteczkowej w przedziale 40-60 kDa, za§ po
analizie §luzu jamy plaszczowej zidentyfikowatam dwa immunoreaktywne biatka o masie
15,4 143 kDa. Analizujac tkanki dzdzownicy Dendrobaena veneta roéwniez stwierdzitam
obecnos¢ kilku biatek korespondujacych z lizozymem standardowym. Badania na §limakach
zostaly opublikowane w 2004 roku (Fiotka i Witkowski, 2004), natomiast badania na
dzdzownicach byly kontynuowane i ukazaty si¢ po uzyskaniu stopnia doktora (Fiotka i inni,
2012):



> Fiolka M., Witkowski A. 2004. Lysozyme-like activity in eggs and in some tissues of land

snails Helix aspersa maxima and Achatina achatina. Folia Biol. (Krakéw), 52, 233-237.

» Fiolka M.J., Zagaja M.P., Hutas-Stasiak M., Wielbo J. 2012. Activity and immunodetection
of lysozyme in earthworm Dendrobaena veneta (Annelida). J. Invertebr. Pathol., 109, 83-
90.

Po obronie pracy doktorskiej, w oparciu o zebrane doswiadczenia, opublikowatam
dwie prace w czasopismach z listy filadelfijskiej na temat immunosupresyjnego dziatania

cyklosporyny A na humoralne odczyny obronne u ggsienic i poczwarek Galleria melonella:

» Fiotka M.J. 2008. Immunosuppressive effect of cyclosporin A on insect humoral immune
response. J. Invertebr. Pathol., 98, 287-292.

» Fiolka M.J. 2012. Immunotoxic action of cyclosporin A on the humoral immune response

of Galleria mellonella pupae. 1SJ (Invertebrate Survival Journal), 9, 82-88.

Przy realizacji pracy doktorskiej, po raz pierwszy zaobserwowatam, ze metabolity
dwoch wyizolowanych przeze mnie gatunkow bakterii z jelita i ekstraktu z poczwarek
Cameraria  ohridella  (szrotowka  kasztanowcowiaczka), = wykazuja  aktywno$¢
przeciwgrzybowa przeciw Candida albicans i przeciwpratkowg skierowang przeciw
Mycobacterium smegmatis. Po uzyskaniu stopnia doktora swoje badania kontynuowatam, ale
juz na innym modelu badawczym — dzdzownicy Dendrobaena veneta, ktorej hodowle
moglam poprowadzi¢ w laboratorium, gdyz szrotowek byt dostepny na drzewach jedynie

Sezonowo.
Przebieg pracy naukowo-badawczej po doktoracie

Z jelita $rodkowego dzdzownicy Dendrobaena veneta wyizolowatam dwa szczepy
bakterii Raoultella ornithinolityca i Bacillus pumilus, ktore wytwarzajg zewnatrzkomorkowe
metabolity o wlasciwo$ciach przeciwbakteryjnych 1 przeciwgrzybowych. Poszukujac
symbiontow w jelicie dzdzownic wzorowalam si¢ na badaniach prowadzonych na owadach
Galleria mellonella przez prof. dr. hab. Jana Jarosza (Jarosz, 1975, 1983). Prezentowane
przeze mnie wyniki dotycza charakterystyki metabolitow jednego wybranego gatunku bakterii
Raoultella ornithinolytica. Drugi wyizolowany szczep B. pumilus bedzie doktadnie

charakteryzowany w kolejnym etapie badan. Dotychczas zanalizowano dziatanie jego



metabolitow zewnatrzkomérkowych na Mycobacterium smegmatis. Sposob izolacji obu
szczepow uzyskat ochrone patentowa, a liofilizaty szczepow sg zdeponowane w Narodowym
Instytucie Lekow w Warszawie w celach patentowych. Ponadto w prowadzonych badaniach
charakteryzowany byl ptyn celomatyczny dzdzownicy D. veneta pod katem dziatania
przeciwbakteryjnego, przeciwgrzybowego i przeciwnowotworowego. Selektywne dziatanie
ptynu na komorki raka pluc A549 w hodowli in vitro zostalo zgloszone do ochrony
patentowe;.

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora, obejmuje 13 publikacji z listy
JCR o lacznym IF 29,556 oraz 6 prac znajdujacych si¢ poza bazami mig¢dzynarodowymi
(w tym 5 rozdziatow w monografiach) oraz 50 komunikatow konferencyjnych. Z tych prac do
osiggnigcia naukowego wybratam 6 publikacji z listy JCR (posiadajacych IF 2,042-2,669).
Ponadto w sktad osiagniecia zaliczam trzy uzyskane patenty krajowe idwa opracowane
wynalazki zgloszone do ochrony patentowej. Wynalazki otrzymaly pozytywne raporty
Urzgdu Patentowego RP. Za aktywno$¢ na tym polu zostatam nagrodzona Odznaka
Honorowa za Zastugi dla Wynalazczo$ci przyznang przez Prezesa Rady Ministrow w 2015
roku.

Wyniki zawarte w osiggnigciu badawczym zostaly zaprezentowane na wielu
konferencjach krajowych i miedzynarodowych. W kilku przypadkach zostaly one
nagrodzone, jak prezentacja plakatowa pt. ,,Antifungal and antitumor action of new glyco-
protein complex obtained from metabolites of gut bacterium Raoultella ornithinolytica
isolated from earthworm Dendrobaena veneta” na konferencji: ,,First Central and Eastern
European Conference on Sepsis” w Budapeszcie w 2012 roku (1. nagroda). Nagrodzone lub
wyrdznione zostaly réwniez wystgpienia ustne 1 plakaty na konferencjach krajowych
w Olsztynie, Lodzi, Warszawie i Lublinie. Wyniki prowadzonych doswiadczen z kolejnych
etapow prac badawczych zostaly zaprezentowane w 40. doniesieniach zjazdowych.
Wyglositam 9 referatow z tematu osiggnigcia naukowego na konferencjach krajowych

I miedzynarodowych.

IVV. Wskazanie osiagni¢cia naukowego

(wynikajgce 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 (Dziennik Ustaw nr 65, poz. 595 ze

zm.)



A) Tytul osiagni¢cia naukowego:

,,Otrzymywanie i charakterystyka substancji przeciwdrobnoustrojowych
I przeciwnowotworowych z wyizolowanych bakterii i tkanek dzdzownicy Dendrobaena

veneta”

B) Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagniecia naukowego:

(Przy kazdej pozycji podano Impact Factor zgodnie z rokiem opublikowania.)

Prace eksperymentalne w czasopismach z listy filadelfijskiej oraz praca przegladowa:

P1l. Fiolka M.J., Zagaja M.P., Hufas-Stasiak M., Wielbo J. 2012. Activity and
immunodetection of lysozyme in earthworm Dendrobaena veneta (Annelida).
J. Invertebr. Pathol., 109, 83-90 (IF 2,669) autor korespondencyjny

P2. Fiolka M.J., Zagaja M.P., Piersiak T. D., Wrdbel M., Pawelec J. 2010. Gut bacterium of
Dendrobaena veneta (Annelida: Oligochaeta) possesses antimycobacterial activity.
J. Invertebr. Pathol., 105, 63-73 (IF 2,049) autor korespondencyjny

P3. Fiotka M.J., Grzywnowicz K., Mendyk E., Zagaja M., Szewczyk R., Rawski M., Keller
R., Rzymowska J., Wydrych J. 2015. Antimycobacterial action of a new glycolipid-
peptide complex obtained from extracellular metabolites of Raoultella ornithinolytica.
APMIS (Acta Pathologica, Microbiologica et Immunologica Scandinavica) 123, 1069-
1080 (IF 2,042) autor korespondencyjny

P4. Fiolkka M.J., Grzywnowicz K., Chlebiej K., Szczuka E., Mendyk E., Keller R.,
Rzymowska J. 2012. Anti-Candida albicans action of the glyco-protein complex purified
from metabolites of gut bacterium Raoultella ornithinolytica isolated from earthworms
Dendrobaena veneta. J. Appl. Microbiol., 113, 1106-1119 (IF 2,196) autor

korespondencyjny

P5. Fiolka M.J., Lewtak K., Rzymowska J., Grzywnowicz K., Hutas-Stasiak M., Sofinska-
Chmiel W., Skrzypiec K. 2013. Antifungal and anticancer effects of a polysaccharide-
protein complex from the gut bacterium Raoultella ornithinolytica isolated from the
earthworm Dendrobaena veneta. Pathogens and Disease, 69, 49-61 (IF 2,554), autor

korespondencyjny


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fio%C5%82ka%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grzywnowicz%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendyk%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.researchgate.net/researcher/47990591_M_J_Fiotka/
http://www.researchgate.net/researcher/82954817_K_Grzywnowicz/
http://www.researchgate.net/researcher/82890847_K_Chlebiej/
http://www.researchgate.net/researcher/82908908_E_Szczuka/
http://www.researchgate.net/researcher/82952201_E_Mendyk/
http://www.researchgate.net/researcher/82864485_R_Keller/
http://www.researchgate.net/researcher/82856959_J_Rzymowska/
http://www.researchgate.net/journal/1365-2672_Journal_of_Applied_Microbiology
http://www.researchgate.net/researcher/47990591_M_J_Fiotka/
http://www.researchgate.net/researcher/82954817_K_Grzywnowicz/

P6. Fiotka M.J., Grzywnowicz K., Rzymowska J., Lewtak K., Szewczyk R., Mendyk E.,
Keller R. 2015. Antitumour and apoptotic effects of a novel Tris-peptide complex
obtained after isolation of Raoultella ornithinolytica extracellular metabolites. J. Appl.
Microbiol., 118, 1357-1369 (IF 2,479) autor korespondencyjny

Sumaryczny Impact Factor ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania - 13,989.

Uzyskane patenty i wynalazki zgloszone do ochrony patentowej wchodzace w sklad

osiggniecia naukowego:

Patenty krajowe:

1. PL 212077, Nowy szczep bakterii Raoultella ornithinolytica wyizolowany z jelita
dzdzownicy Dendrobaena veneta oraz sposob wyizolowania tego szczepu z jelita dzdzownicy

Dendrobaena veneta.

2. PL 218745, Nowy szczep bakterii Bacillus pumilus AF-11 do zastosowania w profilaktyce
lub terapii zakazen wywotanych przez Mycobacterium oraz sposéb wyselekcjonowania tego

szczepu z jelita dzdzownicy Dendrobaena veneta.

3. Zgtoszenie P.405944. Decyzja 0 przyznaniu patentu z dnia 4 grudnia 2015. Kompleks Tris-
peptydowy otrzymany ze szczepu bakterii Raoultella ornithinolytica do zastosowania

w leczeniu nowotworu szyjki macicy ludzkiej.

Wynalazki zgloszone do ochrony patentowej:

2. P.408451, Kompleks polisacharydowo-peptydowy otrzymany ze szczepu bakterii
Raoultella ornithinolytica do zastosowania w zwalczaniu zakazen powodowanych przez

bakterie z rodzaju Mycobacterium.

3. P.411346, Plyn celomatyczny dzdzownicy Dendrobaena veneta do zastosowania
W leczeniu raka phuc.

Powyzsze wynalazki uzyskaty pozytywny raport Urzedu Patentowego stanowigcy
wstepng ocene przedmiotu zgloszenia.

Zarowno w przypadku prac eksperymentalnych jak i wynalazkow mam wiodacy
udziat w badaniach od koncepcji po opracowanie i opublikowanie wynikow. Jestem

koordynatorem badan prowadzonych we wspotpracy z kilkoma o$rodkami naukowymi, gdyz

8


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fio%C5%82ka%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grzywnowicz%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rzymowska%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lewtak%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szewczyk%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendyk%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keller%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.researchgate.net/journal/1365-2672_Journal_of_Applied_Microbiology
http://www.researchgate.net/journal/1365-2672_Journal_of_Applied_Microbiology
http://www.researchgate.net/journal/1365-2672_Journal_of_Applied_Microbiology

podjete nowe zadania wymagajg wspoOlnego dziatania specjalistow z wielu dyscyplin.
Charakterystyka metabolitbw nowego szczepu bakterii jest trudnym wyzwaniem
I niemozliwym do samodzielnego zrealizowania. Z tego wzgledu utworzono sie¢ badawcza
skupiajacg specjalistow z wielu dyscyplin, majgcych niezbedne doswiadczenie haukowe oraz

dysponujacych specjalistycznym sprzetem.

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

W ostatnich kilku latach, pier§cienice staly si¢ popularnym modelem w badaniach nad
odpornoscig bezkrggowcoOw. Posiadajg one konserwatywne mechanizmy odpornosci
nieswoistej, wilasciwej zarowno dla bezkregowcow jak i1 krggowcoOw (w tym ssakow).
Zainteresowanie odporno$cig pier§cienic znacznie wzrostlo z chwilg, gdy zaczeto
wykorzystywac je jako biologiczne indykatory zmian wywotanych skazeniem $rodowiska.

Dotychczas opublikowane wyniki badan z udziatem pierscienicy Dendrobaena veneta
dotyczyty gtownie odpornosci komorkowej, a takze wptywu metali cigzkich lub komunalnych
osadow $ciekowych na ten typ odpowiedzi immunologicznej (Wieczorek-Olchawa i inni,
2003, Rorat i inni, 2013). Najnowsze badania wskazuja roéwniez na udziat uktadu
immunologicznego w proces regeneracji ,,mozgu” u tej dzdzownicy (Molnar i inni, 2015).
Analiza mechanizméw odrzucania przeszczepOw przez pierscienice przyczynita si¢ do
znacznego postepu w immunologii transplantacji.

W erze wzrostu opornosci na antybiotyki poszukuje si¢ nowych, naturalnych Zrédet
srodkoéw terapeutycznych. Dzdzownice w medycynie Potudniowej Azji sa wykorzystywane
od dawna jako sktadnik farmaceutykéw stosowanych w wielu chorobach od opryszczki po
nowotwory (Trisina i inni, 2011). Do niedawna badania prowadzone na pierscienicach,
koncentrowaly si¢ glownie na poznaniu zalezno$ci migedzy dzdZownicami a $rodowiskiem.
Od kilku lat jednak intensywnie poszukuje si¢ w tych bezkregowcach aktywnych substancji,
ktore moglyby by¢ wykorzystane w walce z chorobami cztowieka.

Ekstrakty i zwigzki aktywne z dzdzownic wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybowe, przeciwwirusowe oraz przeciwnowotworowe (Yangin i inni, 2007, Liu
i inni 2012, Vasanthi i inni, 2013, Chauhan i inni, 2014). Dodatkowo ekstrakty z dzdzownic
sg zrodlem aktywno$ci przeciwzapalnej, antyoksydacyjnej i ,hepato-ochronnej”, gdyz

wplywajag modulujagco na dziatanie enzymoéw watrobowych (Balamurugan i inni, 2008).
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Wielokierunkowe dziatanie zwigzkéw 1 ekstraktow z dzdzownic zostalo opisane na
podstawie dostepnej literatury $wiatowej] w pracy przegladowej pt. ,,Dzdzownice
w medycynie — aktywnos$¢ przeciwnowotworowa i nie tylko”, W: Wybrane zagadnienia
biologii i medycyny (Fiotka i Bilska, 2015).

W  przeprowadzonych badaniach analizowatam aktywno$¢ typu lizozymu
udzdzownicy D.veneta oraz charakteryzowatam  aktywno$¢  przeciwpratkowa,
przeciwgrzybowa i przeciwnowotworowa metabolitow bakterii wyizolowanej z jelita
dzdzownicy. Jelito dzdzownic dziala selektywnie w stosunku do bakterii 1 grzybow
dostajacych si¢ do niego wraz z rozktadajacg si¢ masg organiczng. Pewne mikroorganizmy sg
w jelicie wybidrczo zabijane, a nastgpnie trawione, inne bez przeszkod przechodza przez caty
przewod pokarmowy dzdzownicy, za$ liczebno$¢ niektorych bakterii w jelicie istotnie wzrasta
(Byzov i inni, 2007). Przeciwgrzybowa i przeciwbakteryjna aktywnos¢ zwigzkow w jelicie
dzdzownic jest w ostatnich latach przedmiotem zainteresowania wielu badaczy. Wsrod
mikroorganizméw bytujacych w §rodowisku zycia dzdzownic, znajduja si¢ rowniez bakterie
z rodzaju Mycobacterium.

Gruzlica, pomimo wysokiego poziomu nowoczesnych metod wspotczesnej medycyny,
stanowi wcigz ogromny problem biomedyczny na catym $§wiecie. Szacuje si¢, ze 1/3 populacji
ludzkiej przeszta zakazenie pratkami Mycobacterium. Dane Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) wskazuja, ze M. tuberculosis jest przyczyng 2 miln zgondéw rocznie. Wg opinii
ekspertow w ciggu najblizszych 20 lat okoto 200 mln ludzi zachoruje, a 35 min umrze
z powodu tej choroby. Najczesciej stosowanym sposobem zapobiegania transmisji gruzlicy
jest wezesne wykrywanie 1 wlasciwe leczenie polegajace na szybkim diagnozowaniu choroby
zakaznej i1 wskazaniu optymalnego lub optymalnych metod leczenia z zastosowaniem
antybiotykow. Z oficjalnych danych, podawanych w réznych krajach wynika, ze w ostatnich
latach wzrasta czesto$¢ pojawiania si¢ pratkow opornych na dotychczas stosowane leki
przeciwgruzlicze. Coraz czesciej notuje si¢ koinfekcje pratkami z wirusem HIV. Dlatego tez,
konieczne jest poszukiwanie nowych i tanich antybiotykow przeciwgruzliczych. Dotychczas
nie opublikowano badan o wykorzystaniu aktywnosci przeciwbakteryjnej zwiazkow
wyizolowanych z dzdzownic, wykazujacych dziatanie skierowane przeciwko bakteriom
z rodzaju Mycobacterium.

Grzybica - kandydoza, zwana réwniez drozdzyca jest najcze$ciej] wywolywana przez
grzyby z rodzaju Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei,
C. stellatoidea, C. lusitaniae), ale gltéwnie przez C. albicans. Szacuje si¢, ze w krajach

rozwinig¢tych na t¢ chorobe cierpi powyzej 30% populacji, a obecnie tego typu infekcje sa 15
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razy czestsze niz 15 lat temu. W ciggu ostatnich lat czesto$¢ zakazen grzybiczych wzrosta
z powodu roéznych czynnikéw zwiekszajacych podatnosé¢ ludzi na choroby grzybowe, takich
jak AIDS, leczenie przeciwnowotworowe 1 immunosupresyjne, czgstsze stosowanie
antybiotykow o szerokim spektrum, wzrost liczby transplantacji narzadow (Wingard, 2003,
Aoki i inni, 2013). Ponadto coraz czeSciej wskazuje sie na zwigzek przyczynowo - skutkowy
miedzy grzybem C. albicans a chorobami neurologicznymi (Malhotra i inni, 2010).

Grzyby z rodzaju Candida wystepuja powszechnie — obecnie znanych jest prawie 200
gatunkow, z ktorych przynajmniej 15 ma wlasciwosci chorobotworcze. Stosowane w leczeniu
antybiotyki, ktore sg produktami grzybow o wiasciwosciach bakteriobojczych, oprocz bakterii
chorobotworczych, eliminujg bakterie spetniajace pozytywna role w organizmie. Efektem jest
zaburzenie rownowagi migdzy bakteriami dzialajgcymi korzystnie, a grzybami z rodzaju
Candida, co prowadzi do groznej choroby jaka jest kandydoza. W $wietle powyzszych
danych nie ulega watpliwosci, ze rozwdj nowych strategii zapobiegania i leczenia grzybic jest
jednym z najwazniejszych wyzwan, jakie stawia si¢ wspoOlczesnej nauce zajmujacej si¢ tym
zagadnieniem.

Choroby nowotworowe stanowia jeden z najwigkszych problemow wspotczesnej
medycyny. Ograniczeniem dla wielu lekow przeciwnowotworowych jest ich niezdolno$¢ do
penetrowania tkanki guza, co prowadzi do zmniejszenia skutecznos$ci i negatywnego wplywu
na prawidtowe komorki. Poniewaz dzdzownice zajmujg wazne miejsce we wspotczesnym
Swiecie terapii uzupetniajacych i medycyny alternatywnej, przede wszystkim jako potencjalne
zrodto aktywnych zwigzkéw do leczenia nowotworow (Cooper i inni, 2004, Yangin i inni,
2007, Hua i inni, 2011) zasadne jest poszukiwanie w tych organizmach substancji

bioaktywnych o takim dziataniu.

Celem przeprowadzonych badan byloe:

1. Przebadanie przeciwbakteryjnej aktywno$ci typu lizozymu w organizmie dzdzownicy
Dendrobaena veneta,

2. Okreslenie wplywu immunizacji przy zastosowaniu bakterii Escherichia coli na
aktywno$¢ typu lizozymu w plynie celomatycznym 1 ekstrakcie z celomocytow
D. veneta,

3. Ocena aktywno$ci przeciwnowotworowej pltynu celomatycznego dzdzownicy

Dendrobaena veneta;
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4. lzolacja, identyfikacja i analiza dzialania mikroorganizméw wytwarzajgcych metabolity
0 aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybowej, wyizolowanych z jelita D. veneta;

5. lzolacja, identyfikacja i analiza dziatania aktywnych zwigzkoéw z zewnatrzkomorkowych
metabolitow  bakterii ~ Raoultella  ornithinolytica, pod katem  aktywnosci

przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybowej i przeciwnowotworowej.

Kolejne etapy badan byly nastepstwem wczesniej otrzymanych rezultatow,
aposzczegolne cele ksztaltowaly si¢ podczas analizy wynikow przeprowadzonych

do$wiadczen.

1. Aktywnos$é przeciwbakteryjna dzdzownicy Dendrobaena veneta
1a. Aktywnos¢ typu lizozymu u dzdzownicy D. veneta
Wyniki przedstawiono w pracy eksperymentalnej:

P1. Fiolka M.J., Zagaja M.P., Hufas-Stasiak M., Wielbo J. 2012. Activity and
immunodetection of lysozyme in earthworm Dendrobaena veneta (Annelida).
J. Invertebr. Pathol., 109, 83-90.

Podczas wykonywania badan do pracy doktorskiej zaobserwowatam, ze aktywnos¢
typu lizozymu w plynie celomatycznym dzdzownicy Dendrobaena veneta jest kilkadziesiat
razy wyzsza niz w hemolimfie gasienic i poczwarek barciaka wigkszego Galleria mellonella.
Kontynuowatam zatem badania w tym kierunku i u dzdzownicy Dendrobaena veneta
przeanalizowalam aktywno$¢ typu lizozymu skierowang przeciw bakterii indykatorowe;j
Micrococcus luteus. Aktywno$¢ oceniatam w plynie celomatycznym, ekstrakcie
z celomocytéw, homogenacie z kokondéw oraz homogenacie z roéznych odcinkow jelita
D. veneta. Badane byly zarowno dzdzownice kontrolne, nie traktowane zadnym induktorem
immunologicznym, jak i immunizowane. Dzdzownice byly pobudzane immunologicznie
poprzez zakazenie bakteria Escherichia coli, a aktywno$¢ typu lizozymu w ptynie
celomatycznym i ekstraktcie z celomocytow byta 0znaczana po 4 godzinach od immunizaciji.

U dzdzownic zakazonych aktywnos$¢ przeciw Micrococcus luteus wzrastata
trzykrotnie w przypadku ptynu celomatycznego, natomiast czterokrotnie w przypadku
ekstraktu z celomocytow. Dodatkowo sprawdzalam, czy przeciwciata skierowane przeciw
lizozymowi biatka jaja kurzego (HEWL) i lizozymowi Iudzkiemu rozpoznaja biatka

w analizowanych preparatach. Przeprowadzony immunobloting wykazal, ze przeciwciata
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skierowane przeciw HEWL rozpoznaty jedno biatko w przypadku analizy preparatéw plynu
celomatycznego, homogenatu z kokonéw i ekstraktu z celomocytow. Przeciwciata skierowane
przeciw lizozymowi ludzkiemu rozpoznaty w plynie celomatycznym dodatkowo biatko
0 masie 22 kDa. Przeprowadzona bioautografia, po analizie elektroforetycznej w warunkach
natywnych, wykazata dwie strefy lizy komorek Micrococcus luteus, spowodowane
dziataniem biatek ptynu celomatycznego, a trzy strefy - dzialaniem ekstraktow
Z celomocytéw i homogenatow z kokonow. Uzyskane rezultaty sugeruja istnienie kilku form
biatek typu lizozymu o réznym tadunku elektrycznym. Badajac aktywno$¢ typu lizozymu
W przewodzie pokarmowym dzdzownicy D. veneta, stwierdzitam najwyzszy poziom
w homogenacie z jelita $rodkowego, a przeciwciata skierowane przeciw lizozymowi
ludzkiemu wywotaty pozytywny sygnal w komorkach jelita. Pomimo faktu, ze lizozym
dzdzownic nalezy do lizozymow typu i, a ludzki lizozym nalezy do typu c, to
przeprowadzone badania pozwalaja wnioskowa¢ 0 molekularnych podobienstwach. Bachali
I wspotpracownicy (2002) przedstawili dowody, ze centralny egzon genu kodujacego lizozym
typu i bezkregowcoéHw jest homologiczny do drugiego egzonu genu lizozymu kurzego
nalezacego do typu C.

Oprocz przeciwbakteryjnego i przeciwgrzybowego, lizozymy wykazuja takze
dziatanie przeciwwirusowe np. majg zdolnos¢ niszczenia wirusa HIV (Singh i inni, 2005).
Przeciwwirusowe dziatanie lizozymow jest zwigzane raczej z tadunkiem tych biatek, a nie
z ich aktywnoscig lityczng (Losso i inni, 2000). Lizozymy dobrze znane sg jako czynniki
immunomodulujace, immunostymulujace oraz wykazujace dzialanie przeciwnowotworowe
(Mine i Kovacs-Nolan, 2004). Ze wzgledu na wielokierunkowos¢ dziatania wcigz zasadne jest
analizowanie nowych form lizozymow u bezkr¢gowcow.

Wstepnie przeanalizowano aktywnos$¢ ptynu celomatycznego w stosunku do innych
gatunkéw bakterii i stwierdzono wrazliwo$¢ Legionella gormanii, Escherichia coli
i Staphylococcus aureus na dziatanie ptynu jamy ciata D. veneta. Wyniki tych badan byly
prezentowane na konferencjach migdzynarodowych w Lublinie i Wroctawiu w 2013 1 2014
roku. Aktywnos$¢ skierowana na szczepy chorobotworcze sktania do dalszych badan.

Przeprowadzona analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej typu lizozymu oraz
immunodetekcja lizozymu w réznych tkankach dzdzownicy Dendrobaena veneta
potwierdzita wczesniejsze obserwacje, ze tkanki jelita sSrodkowego tego gatunku dzdzownicy

stanowig zrédto aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.
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1b. Aktywnos$¢ przeciwpratkowa Dendrobaena veneta

Wyniki przedstawiono w ponizszych pracach eksperymentalnych zawartych w osiggnieciu:

P2. Fiotka M.J., Zagaja M.P., Piersiak T. D., Wrobel M., Pawelec J. 2010. Gut bacterium of
Dendrobaena veneta (Annelida: Oligochaeta) possesses antimycobacterial activity.
J. Invertebr. Pathol., 105, 63-73,

P3. Fiotka M.J., Grzywnowicz K., Mendyk E., Zagaja M., Szewczyk R., Rawski M., Keller
R., Rzymowska J., Wydrych J. 2015. Antimycobacterial action of a new glycolipid-peptide
complex obtained from extracellular metabolites of Raoultella ornithinolytica. APMIS

(Acta Pathologica, Microbiologica et Immunologica Scandinavica) 123, 1069-1080
oraz pracy eksperymentalnej niewchodzacej w sktad osiagniecia:

» Fiolka M., Komosa Z., Grzywnowicz K., Sofinska-Chmiel W., Keller R., Lewtak K., Szewczyk
R., Mendyk E., Rawski M., Skrzypiec K., Mardarowicz M. 2014. Spektroskopia FTIR oraz SERS
kluczem do identyfikacji nowego zwiazku o aktywnosci przeciwpratkowej. W: Nauka i przemyst
— metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci, 57-61, Lublin.

Jedna z najgrozniejszych chordb zakaznych jest gruzlica, a glownymi jej sprawcami sg
mykobakterie - Mycobacterium tuberculosis. Inne gatunki jak: Mycobacterium bovis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium canetti czy Mycobacterium microti wywotuja
choroby zwane mykobakteriozami, ktore z reguty nie infekujg zdrowych, dorostych oséb,
natomiast sa czesto spotykane u ludzi z uposledzeniem odpornosci np. w przebiegu AIDS.
Specyficzng cecha tych bakterii jest duza odporno$¢ zaré6wno na czynniki zewnetrzne
srodowiska powodujace wysychanie, kwasoodpornos¢, jak 1 opornos¢ na dziatanie réznych
substancji chemicznych, szkodliwych dla innych bakterii.

Ze wzgledu na synergizm gruzlicy z AIDS i1 wielolekooporno$¢ oraz catkowita
oporno$¢ szczepow wywolujacych gruzlice, istnieje potrzeba nie tylko lepszego
diagnozowania i zapobiegania gruzlicy, ale takze postgpu w badaniach podstawowych
I stosowanych w celu opracowania nowych skutecznych lekow.

Ze $ciany jelita Srodkowego dzdzownicy Dendrobaena veneta wyizolowano dwa
nowe szczepy bakterii: Raoultella ornithinolytica oraz Bacillus pumilus wytwarzajace
metabolity 0 dziataniu przeciwpratkowym (Fiotka i inni, 2010). W prowadzonych badaniach
skupiono si¢ na charakterystyce pierwszego z nich - Raoultella ornithinolytica. Przy

zastosowaniu metod biochemicznych - testow w kierunku wytwarzania histaminy i indolu

14
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grzywnowicz%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendyk%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25809524
http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Mycobacterium_canetti&action=edit&redlink=1
http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Mycobacterium_microti&action=edit&redlink=1

oraz dekarboksylacji ornityny potwierdzono obecno$¢ tej bakterii u wszystkich (40.)
badanych osobnikéw. Bakteri¢ zidentyfikowano testem API 20E, a nastepnie 18 szczepdw
poddano identyfikacji molekularnej - analizie sekwencji genu 16S rDNA, ktora wykazata
99% podobienstwo do bakterii Raoultella ornithinolytica w przypadku kazdego
identyfikowanego szczepu.

Mikroorganizm ten wykazuje aktywno$¢ skierowang przeciw czterem badanym
gatunkom pratkéw saprofitycznych: Mycobacterium butiricum, Mycobacterium jucho,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium phlei. Wyizolowany szczep zostal zdeponowany
w celach patentowych w Narodowym Instytucie Lekow w Warszawie pod numerem
02/01/2009, a sposob izolacji zostal opatentowany (patent PL 212077). Po namnozeniu
wyizolowanej bakterii na podtozu Sautona zawierajacym pratki  saprofityczne
zaobserwowano, iz zewnatrzkomorkowe metabolity uwalniane W czasie namnazania bakterii
powodowaty liz¢ pratkbw w podlozu, co zostato wykazane metodami dyfuzyjnymi oraz
udokumentowane za pomoca elektronowej mikroskopii skaningowej (SEM). Po inkubacji
pratkow z ekstraktem z bakterii R. ornithinolytica obserwowano deformacje komorek pratkow
oraz zaburzenia podziatu komorkowego. Do obrazowania komorek poddanych dzialaniu
ekstraktu wykorzystano rézne techniki mikroskopowe takie jak: mikroskopia $wietlna oraz
elektronowa, zaréwno skaningowa jak i transmisyjna. Ponadto zanotowano istotnie obnizong
przezywalnos¢ mykobakterii poddanych dziataniu ekstraktu.

Analizujac frakcje metabolitéw zewnatrzkomorkowych o masie czasteczkowej
powyzej 100 kDa przy zastosowaniu chromatografii jonowymiennej na DEAE-Sepharose
otrzymano trzy subfrakcje (Fiotka i inni, 2015). Subfrakcja pierwsza (S1), cechowala si¢
najwicksza aktywnoscia przeciwpratkowa oceniang testem przezywalnosci.

Subfrakcj¢ S1 scharakteryzowano nie tylko pod katem aktywnosci, ale takze budowy
chemicznej. Do charakterystyki dziatania przeciwpratkowego uzyto szczepu saprofitycznego
Mycobacterium smegmatis. Zaobserwowano dziatanie lityczne S1 wobec pratkow, stosujgc
metod¢ plytkowa na podlozu Sautona. Analiza komorek pratkéw przy zastosowaniu
elektronowego mikroskopu skaningowego (SEM) pozwolita stwierdzi¢, ze komorki po
inkubacji z aktywng subfrakcja mialy wyrazng tendencj¢ do zlepiania si¢ w aglomeraty,
Sciana komoérkowa ulegata zniszczeniu lub uszkodzeniu, a komoérki rozpadaly si¢. Analiza
komorek pratkow za pomoca elektronowego mikroskopu transmisyjnego (TEM) pozwolita
zaobserwowac liczne ubytki w §cianie komorkowej, po traktowaniu aktywng subfrakcjg S1.
Stwierdzono tez obecno$¢ licznych form morfologicznie zmienionych — silnie skroconych lub

powstatych z kilku potaczonych ze sobg komodrek. Przy uzyciu mikroskopu sit atomowych
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(AFM) udowodniono obecnos¢ bruzd w $cianie komorkowej pratkéw poddanych dziataniu
aktywnej subfrakcji, a takze utrate spojnego ksztattu komorki, bedacego wynikiem
dezintegracji $ciany.

Do analizy chemicznych zmian w $cianie komoérkowej pratkow zastosowano technike
SERS - powierzchniowo wzmocniong spektroskopie Ramana. Zredukowanie azotanu srebra
na powierzchni komérek Mycobacterium pozwolito na stwierdzenie zmian w sktadzie $ciany
komorek eksponowanych na dzialanie aktywnej substancji w stosunku do komoérek hodowli
kontrolnej. Badanie struktur molekularnych przy zastosowaniu metody SERS wykazato
zwiekszenie sygnatu odpowiadajgcego cukrom i biatkom, co sugeruje przytaczenie zwigzkow
0 takim charakterze podczas inkubacji z aktywng subfrakcja. Badana subfrakcja zostala
dodatkowo rozdzielona przy zastosowaniu saczenia molekularnego na dwie podfrakcje
roznigce si¢ masa czasteczkows, a analiza metoda spektrometrii masowej Maldi-TOF/TOF
(Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight/time-of-flight) wykazata, ze
w sktad charakteryzowanej subfrakcji wchodzi polimer zbudowany ze zwigzkéw 0 masie
560-3200 m/z oraz peptyd o masie 8565 Da. Chromatografia gazowa ze spektrometrig mas
GC-MS (Gas-liquid Chromatography — Mass Spectrometry) pozwolita natomiast stwierdzi¢,
ze w sktad polimeru wchodzg cukry: glukoza i galaktoza oraz kwas stearynowy. Analiza DIP-
MS (Direct Insertion Probe — Mass Spectrometry) potwierdzita obecnos¢ dtugich tancuchow
weglowodorowych roznigcych sie grupg CH; oraz obecnos$¢ jondow m/z = 50 i 51
charakterystycznych miedzy innymi dla cukrow. Subfrakcja analizowana w podczerwieni
jako catos¢ po wzgledem budowy wigzan chemicznych wykazywata wysokie podobienstwo
do nizyny — peptydu wytwarzanego przez bakteri¢ Lactococcus lactis w przewodzie
pokarmowym cztowieka.

Przeanalizowano rowniez toksyczno$¢ aktywnej subfrakcji wzgledem fibroblastow
ludzkich i stwierdzono brak efektu cytotoksycznego po 72 godzinach inkubacji, co
predysponuje otrzymany kompleks do dalszych badan w kierunku aplikacyjnym. Kompleks
ten zostal zgloszony do ochrony patentowej (zgloszenie P.408451). Dziatanie powyzszego
zwigzku bedzie sprawdzane w stosunku do chorobotwoérczych szczepow Mycobacterium
W jednostkach uprawnionych do prowadzenia tego typu badan.

Z frakcji wysokoczasteczkowe] zewnatrzkomérkowych metabolitow — bakterii
R. ornithinolytica otrzymano dodatkowo dwie subfrakcje S2 i S3. Subfrakcja S2 wykazywata
aktywno$¢ przeciwgrzybowg scharakteryzowana ponizej, za$ subfrakcja S3 dziatata réwniez
przeciwpratkowo, lecz w stabszym stopniu niz pierwsza opisana. Aktywnos¢ bakteriobdjcza

subfrakcji S3 oceniana zdolnoscia przezywalnosci komorek po inkubacji, byta nizsza o kilka
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procent, za§ budowa chemiczna zwigzku nie wykazywata takiego zrdznicowania jak
w przypadku subfrakcji pierwszej S1.
Charakterystyka powyzszych subfrakcji, ktore w kazdym przypadku okazaty si¢
kompleksami jest zagadnieniem ztozonym, wymagajgcym wielokierunkowej analizy.
Dziatanie przeciwpratkowe drugiego wyizolowanego szczepu Bacillus pumilus zostato

scharakteryzowane w opisie patentowym (patent PL 218745).

2. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa Raoultella ornithinolytica

2a. Aktywno$¢ anty-Candida albicans frakcji wysokoczasteczkowej metabolitow
zewnatrzkomérkowych bakterii R. ornithinolytica

Wyniki przedstawiono w pracach eksperymentalnych wchodzacych w sktad osiaggnigcia:

P4. Fiolka M.J., Grzywnowicz K., Chlebiej K., Szczuka E., Mendyk E., Keller R.,
Rzymowska J. 2012. Anti-Candida albicans action of the glyco-protein complex purified
from metabolites of gut bacterium Raoultella ornithinolytica isolated from earthworms
Dendrobaena veneta. J. Appl. Microbiol., 113, 1106-1119,

P5. Fiotka M.J., Lewtak K., Rzymowska J., Grzywnowicz K., Hutas-Stasiak M., Sofinska-
Chmiel W., Skrzypiec K. 2013. Antifungal and anticancer effects of a polysaccharide-
protein complex from the gut bacterium Raoultella ornithinolytica isolated from the

earthworm Dendrobaena veneta. Pathogens and Disease, 69, 49-61

oraz dwoch pracach eksperymentalnych niewchodzacych w sktad osiggnigcia:

» TFiolka M., Grzywnowicz K., Chlebiej K., Nowak A., Keller R., Rzymowska J., Mendyk E. 2012.
Aktywno$¢ anty-Candida albicans kompleksu gliko-proteinowego otrzymanego z metabolitow
bakterii Raoultella ornithinolytica wyizolowanej ze $ciany jelita dzdzownic Dendrobaena veneta.
Sepsis, 5, 223-228,

» Fiolka M., Grzywnowicz K., Mendyk E., Sofinska—Chmiel W., Komosa Z., Keller R., Chlebiej K.
2012. Zastosowanie metod spektroskopowych do badania substancji przeciwgrzybowej anty-
Candida albicans wyizolowanej z metabolitow bakterii jelitowej dzdzownicy Dendrobaena
veneta. W: Nauka i przemyst — metody spektroskopowe, nowe wyzwania i mozliwosci, 300-305,
Lublin.

Z frakcji wysokoczgsteczkowej  metabolitow  zewnatrzkomérkowych — bakterii
R. ornithinolytica wyizolowano subfrakcje biatkowa (S2) o aktywnos$ci skierowanej wobec
grzyba Candida albicans (Fiotka i inni, 2012). Przeanalizowano wplyw tej subfrakcji na

aktywno§¢ metaboliczng oraz morfologi¢ badanego grzyba. Do analizy morfologii
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zastosowano mikroskop optyczny z kontrastem Nomarskiego oraz technike barwienia przy
uzyciu fluorochromu calcofluor—white. Aktywnos$¢ metaboliczng grzybéw oceniano testem
LIVE/DEAD. Subfrakcja S2 otrzymana po chromatografii jonowymiennej DEAE-Sepharose
byla rozdzielona przy zastosowaniu filtracji zelowej, a nastgpnie jej skladowe byly
identyfikowane przy zastosowaniu spektroskopii w podczerwieni FTIR oraz powierzchniowo
wzmocnionej spektroskopii Ramana - SERS. Woyizolowana subfrakcja S2 zostala
zidentyfikowana jako kompleks gliko-proteinowy. Powodowal on istotne obnizenie
aktywnos$ci metabolicznej komoérek C. albicans poddanych jego dziataniu oraz wyrazne
zmiany morfologiczne komorek. Mikroskopia optyczna pozwolita zaobserwowac miejscowe
zgrubienia $ciany komorkowej, powigkszone wakuole w komorkach i tworzenie komorek
olbrzymich. Elektronowa mikroskopia skaningowa (SEM) uwidocznita zaburzenia podziatu
komoérkowego, tworzenie tancuszkéw z komodrek niemogacych si¢ od siebie oddzieli¢ oraz
tworow wielokomoérkowych ztozonych z wigkszych i mniejszych komorek, potaczonych ze
sobg miejscowo $ciang. Warto doda¢, ze otrzymane sktadniki kompleksu, analizowane
oddzielnie nie wykazywaly zadnej aktywno$ci przeciwgrzybowej. Dzialanie na grzyba
Candida albicans jest zatem spowodowane efektem synergistycznym obu sktadowych
kompleksu. Nie stwierdzono istotnego efektu cytotoksycznosci wobec ludzkich fibroblastow
(1%), co kwalifikuje otrzymany kompleks do dalszej analizy jako zwigzku
przeciwgrzybowego o potencjalnym zastosowaniu.

W kolejnych badaniach ww. kompleksu stwierdzono, ze powodowat on zwigkszenie
wilasciwosci adhezyjnych komorek grzyba C. albicans (Fiotka i inni, 2013). Po inkubacji
z kompleksem widoczne byly grupy komorek polaczonych ze sobg substancja
zewnatrzkomorkowa. Komorki w skupiskach tracity aktywno$¢ metaboliczng, co w efekcie
prowadzito do $mierci czesci z nich. W hodowli traktowanej aktywnym kompleksem
zanotowano zwigkszong liczbe komorek nieaktywnych metabolicznie oraz komorek
martwych, w stosunku do liczby takich komoérek w hodowli kontrolnej. Elektronowa
mikroskopia skaningowa (SEM) uwidocznita pgknigcia $cian komorek egzystujacych
w skupiskach oraz obecno$¢ substancji wypelniajacej przestrzenie migdzy komorkami
zgrupowanymi w aglomeraty. Analiza z zastosowaniem mikroskopu sit atomowych (AFM)
pozwolila na poréwnanie powierzchni §cian komorek grzyba z hodowli kontrolnej oraz
z hodowli traktowanej badanym kompleksem. Komorki po inkubacji z kompleksem gliko-
proteinowym charakteryzowaty sie szorstkg Sciang komorkowsg z widocznymi na powierzchni
nierownos$ciami 1 ziarnisto$ciami. Miedzy komorkami ujawniata si¢ substancja zlepiajaca je

ze sobg, tworzac struktur¢ wielokomorkowa. Analiza przekrojow komorek przy zastosowaniu
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elektronowej mikroskopii transmisyjnej (TEM) potwierdzita obserwacje 2z analiz
przeprowadzonych innymi technikami mikroskopowymi. Na przekrojach wyraznie widoczne
sg miejsca, gdzie trzy lub cztery komorki tacza si¢ ze sobg fragmentem $ciany komorkowe;.
Przeprowadzone obserwacje sktonity do zastosowania techniki barwienia przy wykorzystaniu
tioflawiny T, aby sprawdzi¢ czy substancjg zlepiajacg komorki moze by¢ amyloid.
Charakterystyczne dla tioflawiny T intensywne $wiecenie w miejscach polgczen oraz na
powierzchni  komorek, potwierdza przypuszczenia 0  dziataniu  amyloidu -
zewnatrzkomorkowym gromadzeniu biatka, ktére najprawdopodobniej utrudnia oddzielanie
si¢ od siebie pojedynczych komorek, zaburza podzial i w efekcie prowadzi do utraty
aktywnos$ci metabolicznej C. albicans.

Bakterie symbiotyczne bezkregowcdéw wytwarzaja metabolity o wlasciwosciach
antybiotycznych, skierowane zaréwno przeciw bakteriom jak 1 przeciw grzybom.
Przeprowadzone ecksperymenty potwierdzaja, ze bakteria R. ornithinolytica zwigzana
z przewodem pokarmowym dzdzownicy D. veneta wytwarza metabolity przeciwgrzybowe,
ktére prawdopodobnie odgrywaja pewna role w regulacji sktadu mikroflory jelitowej. Warto
doda¢, ze R. ornithinolytica zostata rowniez wyizolowana przez innych badaczy z przewodu
pokarmowego bezkregowcow takich jak np. §limaki, termity, kleszcze i inne (Montaser 2005,
Dunn i Stabb 2005, Charrier i inni, 2006, Cardoza i inni, 2006, Ngugi i inni, 2007).

Ten temat badawczy jest rowniez ciekawy z perspektywy zastosowania otrzymanego
kompleksu do analizy mechanizmu dziatania na komorki grzyba i wytwarzania amyloidu,
gdyz istnieja teorie sugerujace powigzanie choroby Alzheimera z obecnosciga amyloidu
wytwarzanego przez grzyby Candida albicans w organizmie czlowieka, a blaszki amyloidu

zawsze stwierdzane sg w mozgach osob chorych na Alzheimera (Garcia i inni, 2013).

2b. Aktywnos$¢ anty-Candida albicans plynu celomatycznego D. veneta

Zaobserwowano, ze ptyn celomatyczny dzdzownicy D. veneta rowniez wykazuje
aktywnos¢ skierowang przeciw Candida albicans. Do zobrazowania komorek grzyba
wykorzystano mikroskopi¢ optyczng (barwienie fluorochromem calcofluor-white oraz
kontrast interferencyjno-rozniczkowy DIC (Differential Interference Contrast), a takze
elektronowg mikroskopie skaningowa. Analiza przy zastosowaniu mikroskopii sit atomowych
(AFM) wykazata zmiany powierzchni $ciany komodrkowej po dziataniu ptynu
celomatycznego, a test na przezywalno$¢ potwierdzil efekt toksyczny wobec komorek

badanego grzyba. Analiza $ciany komoérkowej przy zastosowaniu spektroskopii Ramana,
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wykazuje zmiany w budowie chemicznej sciany komorek C. albicans poddanych dziataniu
ptynu. Wstepne badania pokazujace zmiany morfologii komoérek po inkubacji z ptynem
celomatycznym przedstawiono w pracy analizujacej zrodla aktywnoSci przeciwgrzybowej

u dzdzownic, a powstatej pod moim kierunkiem we wspotautorstwie rowniez ze studentami:

Syryjczyk P., Miziak P., Kotodziejczyk J., Fiotka M., Grzywnowicz K. 2015. Rozne zrodia
aktywnosci przeciwgrzybowej u dzdzownic. W: Wybrane substancje: znaczenie dla organizmu oraz

mozliwe zastosowania, 132-143, Lublin.

3. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa Dendrobaena veneta

3a. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa frakcji wysokoczasteczkowej
zewnatrzkomérkowych metabolitow bakterii R. ornithinolytica

Wyniki przedstawiono w ponizszej pracy eksperymentalne;:

P5. Fiotka M.J., Lewtak K., Rzymowska J., Grzywnowicz K., Hutas-Stasiak M., Sofinska-
Chmiel W., Skrzypiec K. 2013. Antifungal and anticancer effects of a polysaccharide-
protein complex from the gut bacterium Raoultella ornithinolytica isolated from the

earthworm Dendrobaena veneta. Pathogens and Disease, 69, 49-61.

Kompleks polisacharydowo—biatkowy wyizolowany z frakcji wysokoczgsteczkowej
plynu pohodowlanego R. ornithinolytica (S2), wykazywal nie tylko dziatanie
przeciwgrzybowe przeciw C. albicans, ale réwniez dziatanie przeciwnowotworowe na
komorki linii T47D (rak piersi) oraz na komorki linii TOV-112D (rak jajnika) in vitro.
Cytotoksyczno$¢ kompleksu byta okre§lana przy zastosowaniu testu BrdU i wynosita 20%
wzgledem T47D oraz 15% wzgledem TOV-112D. Komorki nowotworowe po inkubacji
z aktywng frakcja obrazowano za pomocag mikroskopii optycznej. Barwigc hodowle
mieszaning barwnikéw Hoechst oraz jodek propidyny zaobserwowano, ze komorki ginety
zarowno na drodze apoptozy jak i nekrozy. Cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek
prawidlowych — fibroblastow byla znikoma i wynosita zaledwie 1% po trzech dobach
inkubacji.  Kompleks  polisacharydowo-biatkowy  wykazywat  zatem  dziatanie
dwukierunkowe: zaréwno na grzyby, jak i na nowotwory przy prawie catkowitym braku
cytotoksycznosci na fibroblasty. To czyni go interesujagcym pod wzgledem aplikacyjnym,
a aktywnos¢ taczaca oba dziatania zarébwno przeciwgrzybowe jak i przeciwnowotworowe jest

pozadang wlasciwoscig poszukiwanych biologicznie aktywnych zwigzkow.

20


http://www.researchgate.net/researcher/47990591_M_J_Fiotka/
http://www.researchgate.net/researcher/82954817_K_Grzywnowicz/

3b. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa frakcji zawierajacej zwiazki o masie ponizej
100 kDa zewnatrzkomérkowych metabolitow bakterii R. ornithinolytica

Wyniki przedstawiono w ponizszych pracach eksperymentalnych wchodzacych w sktad

osiggniecia:

P6. Fiolka M.J., Grzywnowicz K., Rzymowska J., Lewtak K., Szewczyk R., Mendyk E.,
Keller R. 2015. Antitumour and apoptotic effects of a novel Tris-peptide complex obtained
after isolation of Raoultella ornithinolytica extracellular metabolites. J. Appl. Microbiol.,
118, 1357-1369

oraz pracy eksperymentalnej niewchodzacej w sktad osiaggnigcia:

» Fiolka M., Rzymowska J., Grzywnowicz K., Lewtak K., Szewczyk R., Mendyk E., Komosa Z.,
Keller R., Sofinska-Chmiel W., Rawski M. 2015. Metody spektroskopowe w badaniach
kompleksu Tris-peptydowego o whasciwosciach przeciwnowotworowych. W: Nauka i przemyst -
metody spektroskopowe w praktyce, nowe wyzwania i mozliwosci, 393-397, Lublin.

Po rozdziale frakcji zawierajacej zwiazki o masie ponizej 100 kDa, z ptynu
pohodowlanego  bakterii  R. ornithinolytica  otrzymano zwigzek o  aktywnosci
przeciwnowotworowej skierowanej przeciw komorkom nowotworowym nalezacym do
r6znych linii. Otrzymana frakcja byla poddana chromatografii jonowymiennej na DEAE-
Sepharose, a nastgpnie filtracji zelowej. Po chromatografii sita molekularnego otrzymano
dwie subfrakcje. Frakcja przed rozdzialem na sicie molekularnym wykazywata aktywnos$¢
przeciwnowotworowa na poziomie 30% na komorki linii HelLa, 40% na komorki linii T47D
oraz 95% na komorki linii nowotworu jajnika TOV-112D. Subfrakcje powstate po rozdziale
drogg filtracji zelowej wykazywaty nizszg aktywnos$¢ przeciwnowotworowa w przypadku
T47D - 10% i TOV-112 - 5%. Aktywnos$¢ cytotoksyczna przeciw linii HeLa pozostata na
niezmienionym poziomie, natomiast cytotoksycznos¢ w stosunku do komoérek prawidtowych
(fibroblastow) zostala obnizona z 15% do 0. Swiadczy to selektywnym dziataniu
otrzymanego zwiagzku. Komorki linit HelLa po dziataniu otrzymanego zwiazku zostaly
zobrazowane za pomoca mikroskopii $wietlnej i1 mikroskopii skaningowej. Zaréwno
otrzymany zwigzek, jak i jego sktadowe byly identyfikowane metodami chemicznymi.

Na podstawie otrzymanych wynikow aktywny zwigzek scharakteryzowano jako
kompleks Tris-peptydowy, ktory powstat najprawdopodobniej przez przylaczenie peptydu
wytworzonego przez bakterie Raoultella ornithinolytica z Trisem uzytym jako bufor do
rozdzialu chromatograficznego. Tris jest powszechnie znanym dodatkiem do lekow

cytostatycznych stosowanym przez firmy farmaceutyczne.
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Aktywny zwigzek zostal zanalizowany za pomoca spektroskopii w podczerwieni,
FTIR oraz spektroskopii Ramana. Masa czasteczkowa skladowej kompleksu zostata
okreslona przy zastosowaniu spektrometrii masowej Maldi TOF/TOF na 1430,6576 Da,
natomiast sekwencja peptydu zawierata fragment sekwencji kazeiny. Przeprowadzone
badania i ich wyniki wyraznie wskazuja, ze Tris jest zwigzkiem wzmacniajgcym
przeciwnowotworowe dzialanie peptydu zawierajacego fragment kazeiny. Fragment ten
prawdopodobnie moze pochodzi¢ ze sktadnikéw pozywki wykorzystywanych w trakcie
namnazania bakterii lub moze tez by¢é motywem strukturalnym  wycinanym
z zewnatrzkomoérkowych biatek bakterii.

W literaturze opisane sg liczne peptydy zawierajace sekwencje kazeiny jako zwigzki
0 dziataniu immunomodulacyjnym i antyoksydacyjnym (Phelan i inni, 2009). Sa one
aktywowane podczas enzymatycznej hydrolizy lub fermentacji mikrobiologicznej oraz
procesu trawienia. Scharakteryzowano dotychczas wiele zwigzkéw o dziataniu
przeciwnowotworowym, ktore zawieraja w swojej strukturze Tris (Pruchnik i inni, 2001,
Marzano i inni, 2006, Stepanova i inni, 2010). Otrzymany kompleks zostat zgltoszony do

ochrony patentowej, a patent na ten wynalazek zostat udzielony 4 grudnia 2015 roku:

» P.405944. Kompleks Tris-peptydowy otrzymany ze szczepu bakterii Raoultella

ornithinolytica do zastosowania w leczeniu nowotworu szyjki macicy ludzkiej.

Otrzymane zwiazki o dziataniu przeciwnowotworowym ze wzgledu na swdj potencjat

aplikacyjny beda dalej analizowane zarowno W badaniach in vitro jak i in vivo.

3c. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa pltynu celomatycznego D. veneta

W przeprowadzonych badaniach dowiedziono, ze ptyn celomatyczny dzdzownicy
Dendrobaena veneta wykazuje dzialanie przeciwnowotworowe. Zaobserwowano tez, ze
pobudzenie immunologiczne dzdzowniC za pomocg bakterii saprofitycznej Escherichia coli
powodowato podwyzszenie aktywnoS$ci przeciwnowotworowe]j ptynu jamy ciata 4-5 godzin
po immunizacji. W wykonanych do$wiadczeniach stwierdzono wysoka cytotoksycznos¢
wobec komorek raka jajnika TOV-112D, raka ptuc A549, komorek linii Hela in vitro.

Zanotowano tez porownywalng cytotoksyczno$s¢ na komorki prawidtowe — mysie
fibroblasty L929. Poddanie ptynu celomatycznego krotkiemu gotowaniu powoduje catkowite
zniesienie aktywno$ci przeciwnowotworowej wobec wszystkich badanych rodzajow

nowotworow, a takze cytotoksycznos$ci na fibroblasty.
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Analiza elektroforetyczna pozwolita zaobserwowa¢ mniej prazkéw odpowiadajacych
zwigzkom wysokoczgsteczkowym, a wiecej niskoczasteczkowym, po poddaniu preparatu
wysokiej temperaturze. Do okreslania cytotoksycznosci zastosowano test MTT. Barwienie
komorek nowotworowych w Kierunku identyfikacji zmian apoptotycznych i nekrotycznych
w hodowli uwidocznito, ze $mier¢ komoérek pod wplywem plynu celomatycznego od
dzdzownic natywnych lub immunizowanych nast¢gpowata na drodze apoptozy lub/i nekrozy
w zaleznosci od frakcji pltynu zawierajacych zwiazki 0 réznych masach czasteczkowych.
Komorki nowotworowe poddane inkubacji z ptynem celomatycznym obrazowano technikami
mikroskopowymi, z uzyciem zaréwno mikroskopu optycznego, jak i elektronowego
mikroskopu skaningowego. Analiza frakcji ptynu celomatycznego rozdzielonego droga
ultrafiltracji udowodnila, ze najwigksza aktywno$¢ przeciwnowotworowa wykazuje frakcja
zawierajaca zwigzki o masie powyzej 50 kDa, a chromatografia jonowymienna pozwolita na
izolacje czterech aktywnych subfrakcji biatkowych. Spektroskopia w podczerwieni FTIR
wykazata podobienstwo widm tych zwigzkéw do widma ferredoksyny typu V bakterii
Clostridium. Jednak cytotoksycznos¢ rozdzielonych subfrakcji wzglgdem komorek
prawidtowych — fibroblastow byta nadal wysoka i wynosita od 40% do 80%.

Wobec uzyskanych powyzszych wynikow stalo si¢ zasadne znalezienie takich
warunkow doswiadczenia, w ktorych plyn celomatyczny wykazywatby dziatanie selektywne
w stosunku do komodrek nowotworowych. Poddajac licznym analizom ptyn celomatyczny
w réznych stezeniach, traktowany rdzng temperatura znaleziono warunki, w ktorych
wykazywal on 70-80% cytotoksycznosci w stosunku do komoérek raka pluc A549,
a jednoczes$nie nie dziatat cytotoksycznie na komorki prawidtowe — fibroblasty mysie
w warunkach in vitro. Wykorzystujac te obserwacje sprawdzono, czy ptyn celomatyczny tak
otrzymany nie wykazuje dziatania cytotoksycznego rowniez na komorki krwi cztowieka. Nie
stwierdzono litycznego dziatania w stosunku do erytrocytow, co jest charakterystyczne dla
ptynu celomatycznego niepoddanego zadnej obrébce termicznej. Obraz leukocytow i ptytek
krwi pozostal rowniez niezmieniony. Pozytywne wyniki analizy hematologicznej pozwolity
na zgloszenie ptynu celomatycznego dzdzownicy D. veneta o selektywnym dziataniu na

komorki raka ptuc A549 in vitro do ochrony patentowej w 2015 roku:

> Zgloszenie P.411346, Plyn celomatyczny dzdzownicy Dendrobaena veneta do

zastosowania w leczeniu raka phuc.
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Wyniki prac do$wiadczalnych ze wzgledu na ochron¢ nowosci wynalazku niedawno
zostaly wystane do opublikowania. Specyficzna aktywnos$¢ ptynu celomatycznego po
odpowiedniej obrobce termicznej uzasadnia celowos$¢ kontynuacji dalszych badan. Nowy
bioaktywny preparat 0 istotnym i selektywnym dziataniu przeciwnowotworowym na komorki

raka ptuc A549 in vitro w najblizszej przysztosci bedzie testowany na modelu zwierzecym.
Podsumowanie najwazniejszych prezentowanych osiggnieé:

1. Wykazano, ze rozne tkanki i komorki (ptyn celomatyczny, celomocyty, tkanki jelita,
tkanki  kokondéw) dzdzownicy Dendrobaena veneta wykazuja aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowg typu lizozymu, a pobudzenie uktadu odpornosciowego
dzdzownicy po immunizacji powodowato istotny wzrost tej aktywnosci;

2. Z jelita dzdzownicy Dendrobaena veneta wyizolowano bakterie dwoch gatunkow:
Raoultella ornithinolytica oraz Bacillus pumilus, ktore wytwarzaja metabolity
0 dziataniu przeciwpratkowym. Sposoby izolacji tych szczepow zostaty opatentowane;

3. Po raz pierwszy z metabolitow bakterii Raoultella ornithinolityca wyizolowano
kompleksy o dziataniu przeciwpratkowym (przeciw M. smegmatis) przeciwgrzybowym
(przeciw C. albicans) i przeciwnowotworowym (przeciw komoérkom linii HeLa,
komorkom raka piersi T47D oraz raka jajnika TOV-112). Sposob otrzymywania
kompleksu o aktywnos$ci przeciwpratkowej zostal zgloszony do ochrony patentowej,
natomiast kompleksu o selektywnym dziataniu na raka szyjki macicy — opatentowany;

4. Stwierdzono, ze ptyn celomatyczny dzdzownicy D. veneta wykazuje aktywnos$¢
przeciwnowotworowg w stosunku do komorek nalezacych do kilku linii (raka ptuc
A549, raka jajnika TOV-112D oraz na komorki linii HeLa), a immunizacja dzdzownic,
analogicznie jak w przypadku aktywnosci lizozymu, powodowata istotny wzrost
aktywnosci przeciwnowotworowej ptynu celomatycznego;

5. Opracowano preparat z ptynu celomatycznego dzdzownicy Dendrobaena veneta
wykazujgcy wysoka aktywno$¢ na komorki raka ptuc A549 (70-80%), przy braku
cytotoksycznosci na komorki prawidtowe - fibroblasty. Wynalazek zostat zgtoszony do

ochrony patentowe;.
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V. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

1. Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow wybranych roslin

Innym zagadnieniem badawczym, w ktore jestem zaangazowana jest dzialanie
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybowe ekstraktow roslinnych. Uczestnicze w opiece naukowej
przy badaniach do pracy doktorskiej mgr Kingi Lewtak z Zakladu Anatomii i Cytologii
Roélin Instytutu Biologii i Biochemii UMCS, na temat przeciwdrobnoustrojowego dziatania
ekstraktow z wybranych gatunkow roslin. Po przeanalizowaniu kilku biatkowych ekstraktow
z roznych roélin, stwierdzono najwyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng w ekstraktach
z todyzek podkwiatowych pelargonii (Pelargonium zonale) oraz ekstrakcie z nasion §lazowca
pensylwanskiego (Sida hermaphrodita).

Pelargonia jest ro$ling od wiekow uzywang w medycynie ludowej. Obecnie ekstrakty
z pelargonii sg sktadnikami lekow przy leczeniu chordb goérnych drog oddechowych.
Otrzymane ekstrakty biatkowe z P. zonale wykazuja aktywno$¢ skierowang na komorki
grzyba C. albicans oraz na komoérki mykobakterii M. smegmatis. Zobrazowano zmiany
morfologiczne komorek grzyba po inkubacji z otrzymanym ekstraktem oraz zanotowano
istotne obnizenie aktywnosci metabolicznej komodrek poddanych dziataniu ekstraktu.
Otrzymany aktywny ekstrakt z pelargonii rowniez dziatal inhibicyjnie na M. smegmatis,
a badanie struktur molekularnych za pomocg powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii
Ramana wskazuje na przylaczenie si¢ do $cian komorkowych zwigzkow o charakterze
weglowodanoéw. Badania opisujace dziatanie ekstraktu z pelargonii na C. albicans zostaly

opublikowane w czasopismie Micron:

> Lewtak K., Fiolka M.J., Szczuka E., Ptaszynska A., Kotowicz N., Kotodziej P.,
Rzymowska J. 2014. Analysis of antifungal and anticancer effects of the extract from
Pelargonium zonale. Micron, 66, 69-79 (IF 2.062).

Ekstrakt z nasion $lazowca pensylwanskiego (Sida hermaphrodita) réwniez
wykazywat aktywnos$¢ przeciwpratkowa i przeciwgrzybowa. Z ekstraktu wyizolowano cztery
aktywne frakcje biatkowe, ktore sa obecnie przedmiotem analizy. Ekstrakt z nasion slazowca
pensylwanskiego i jego dziatanie przeciwgrzybowe na komoérki Candida albicans zostat

zgloszony do ochrony patentowej ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania w praktyce:

Zgloszenie: P.413017. Ekstrakt z nasion $lazowca pensylwanskiego Sida hermaphrodita do

zastosowania w zwalczaniu zakazen powodowanych przez grzyba Candida albicans (2015).
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Powyzsze badania byly prezentowane na 6. konferencjach naukowych, w tym

5. 0 zasiggu migdzynarodowym.

2. Udzial w czesci eksperymentalnej innych badan

Bratam udzial w badaniach prowadzonych przez inne zespoty, gdzie uczestniczytam
W czesci eksperymentalnej. Jestem wspotautorem pracy opublikowanej w czasopiSmie
Journal of Bacteriology, w ktorej analizowano funkcje biatka karboksylotransferazy AccD6
w komorce pratka M. tuberculosis oraz M. smegmatis. Wykonatam obrazowanie komorek
pratka gruzlicy M. tuberculosis szczepu H37Rv oraz mutanta M. tuberculosis o obnizonej
ekspresji genu accD6 (Rv2247) technika skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM).
Ponadto wykonywatam analizg bakterii Escherichia coli za pomocg skaningowej mikroskopii
elektronowej do badan, ktore ukazaly si¢ w publikacji W czasopismie Biochimica et
Biophysica Acta - Biomembranes 1818, 2623-2635, 2012, gdzie scharakteryzowany zostat
synergistyczny wplyw anionowego peptydu 2 i lizozymu na bakterie. Jestem tez
wspoétautorem pracy opublikowanej w czasopismie European Journal of Pharmacology 49,
850-857, 2013, gdzie bratam udziat w badaniach na komorkach Candida albicans.

Dodatkowo wspolpracuje z Katedra Higieny Zwierzat i Srodowiska Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, gdzie uczestnicze w badaniach nad wptywem suplementacji diety
na parametry zdrowotne zwierzat hodowlanych. Wyniki zostaty opublikowane w czasopismie
Slovenian Veterinary Research, 52, 165-171, 2015.

Sumaryczny impact factor — IF ww. publikacji niewchodzacych w sktad osiagniecia

naukowego (po doktoracie) zgodnie z rokiem opublikowania - 15,567.

V1. Inne realizowane obecnie zadania badawcze
1. Przeciwgrzybowa aktywnos$¢ pltynu celomatycznego:

Aktualnie wraz ze studentami prowadze badania nad aktywnos$cig przeciwgrzybowa
ptynu celomatycznego skierowang przeciw C. albicans. Analizowane s3 rézne warunki
pobierania i przechowywania ptynu celomatycznego do doswiadczen. Prowadzone sa:

» analiza przezywalnosci komorek C. albicans,

» analiza morfologii komodrek za pomoca réznych technik mikroskopowych,

» analiza powierzchni przy zastosowaniu mikroskopu sit atomowych oraz

» analiza struktur molekularnych s$ciany komodrkowej grzyba przy zastosowaniu

powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana (SERS).
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2. Przeciwnowotworowa aktywnos¢ pltynu celomatycznego:

Obecnie we wspotpracy z innymi osrodkami naukowymi, prowadzone sg dalsze
badania nad aktywnoscig przeciwnowotworowa plynu celomatycznego dwoch gatunkow
dzdzownic: Dendrobaena veneta oraz Eisenia fetida. Drugi badany gatunek dzdzownicy -
E. fetida pochodzi z profesjonalnej hodowli od przedsigbiorcy. Analizowane jest dziatanie
cytotoksyczne na komorki linii Hela, raka jajnika TOV-112D, raka ptuc A549, raka
okreznicy LS180 oraz linie komorek prawidtowych - kontrolnych. Analizy obejmujg zaréwno

oznaczanie cytotoksycznosci, jak i dokumentacj¢ mikroskopowsg oraz badania molekularne.

3. lzolacja i identyfikacja zwigzkow otrzymanych z metabolitéw R. ornithinolytica

i plynu celomatycznego:

Prowadzona jest dalsza analiza biologiczna i chemiczna komplekséw otrzymanych
Z metabolitow bakterii R. ornithinolytica oraz biochemiczna analiza zwigzkéw otrzymanych

po rozdziale chromatograficznym biatek ptynu celomatycznego dzdzownicy D. veneta.

VI1. Dalsze plany badawcze:

Dalsze moje dziatania bedg zmierzaly do wdrozenia zgloszonych do ochrony
wynalazkow przy wspolpracy z przedsigbiorcami. W planach jest charakterystyka
biochemiczna i chemiczna czynnikéw przeciwgrzybowych oraz przeciwnowotworowych
ptynu celomatycznego dzdzownicy D. veneta. Planowane jest takze przebadanie dziatania
kompleksu glikolipid-peptyd na pratki chorobotworcze w uprawnionej do tego celu jednostce.
Bedzie analizowany molekularny mechanizm dziatania kompleksu Tris-peptydowego
0 aktywno$ci  przeciwnowotworowej na kilka linii  komodrek  nowotworowych.
Charakteryzowane rowniez bedg metabolity drugiego wyizolowanego szczepu - Bacillus
pumilus. Planowane sg takze badania na myszach z zastosowaniem ptynu celomatycznego
dwoch gatunkow dzdzownic.

Do zaaplikowania kompleksu o dziataniu przeciwnowotworowym niezbedne jest
opracowanie technologii pozwalajacej uzyskiwaé aktywne frakcje z kultury bakteryjnej
w duzych ilosciach. Pozwoli to na zastosowanie otrzymanych zwigzkéw w badaniach na
zwierzetach laboratoryjnych. Dzialania w tym kierunku sg rowniez brane pod uwagg,

a doswiadczenia na modelu zwierzgcym beda kolejnym krokiem w kierunku aplikacyjnym.

Mourbo, (% uau/v
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