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1. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE

Czerwiec 2001 — tytul magistra biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie:
Wydziat Biologii i Biotechnologii), Zaktad Mikrobiologii Przemystowej

Tytut pracy magisterskiej: ,, Optymalizacja warunkow wytwarzania inwertazy i inulinazy

przez Aspergillus niger 13/36 w warunkach hodowli wgtebnej”

promotor: Prof. dr hab. Jan Fiedurek

Listopad 2005 — stopien doktora nauk biologicznych
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie:
Wydziat Biologii i Biotechnologii), Zaktad Biochemii
dziedzina: nauki biologiczne , dyscyplina biologia

Tytut rozprawy doktorskiej: ,, Zwigzki pomiedzy syntezq kwasu szczawiowego a aktywnoscig

enzymatyczng grzybow rozktadajgcych drewno™

Promotor: Prof. dr hab. Elzbieta Dernatowicz-Malarczyk
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2. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH

2005 — 2006 — asystent w Zaktadzie Biochemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w
Lublinie

2006 — do chwili obecnej — adiunkt w Zakladzie Biochemii, Uniwersytet Marii Curie-

Sktodowskiej w Lublinie

3. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

(wynikajgce z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki [Dziennik Ustaw nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi
zmianami jak w dz. U. 2005 nr 164, poz. 1365, art. 251; Dz. U. 2011, nr 84, poz. 455])

A) TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO:

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl 6 publikacji opublikowanych w latach 2006-2017 pod

wspolnym tytulem:

»Rola kwasu szczawiowego w mechanizmie tolerancji metali przez

Abortiporus biennis oraz wplyw na metabolizm grzyba”

Przedstawione do oceny osiagniecie naukowe to cykl 6 oryginalnych publikacji
naukowych, ktorych sumaryczny impact factor (IF), podany zgodnie z rokiem ukazania si¢
publikacji wynosi 12,052 (aktualny sumaryczny IF obowiazujacy w roku 2016 wynosi
12,265). Suma punktow MNiSW podana zgodnie z punktacja obowigzujaca w roku
opublikowania wynosi 115 pkt, natomiast zgodnie z obecnie aktualnym ujednoliconym
wykazem czasopism punktowanych wynosi 140 pkt.

Prace badawcze wchodzace w sktad osiggnigecia naukowego byly w czegsci finansowane z
projektu Narodowego Centrum Nauki (OPUS 7, nr umowy: 2014/13/B/NZ9/02106)
pt. ,,Charakterystyka i zmnaczenie nowej oksydazy kwasu szczawiowego (OXOAb)
w odpowiedzi Abortiporus biennis na obecnos¢ metali cigzkich w srodowisku wzrostu”,

w ktorym bytem gtownym wykonawca.
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B) PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD ZGLASZANEGO OSIAGNIECIA NAUKOWEGO:

Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego.

Nr

Publikacja, dane bibliograficzne

IF

Punkty
MNiSW

IF
2016

Punkty
MNiSW
2016

[01]

Jarosz-Wilkotazka A., Graz* M. (2006)
Organic acid production by white rot
Basidiomycetes in the presence of metallic
oxides. Can. J. Microbiol. 52, 779-785.

1,275

15

1,462

20

[02]

Graz* M., Jarosz-Wilkotazka A.,
Pawlikowska-Pawlega B. (2009) Abortiporus
biennis tolerance to insoluble metal oxides:
oxalate secretion, oxalate oxidase activity,
and mycelial morphology.

BioMetals 22, 401-410.

3,172

15

2,183

30

[03]

Graz* M., Pawlikowska-Pawlgga B., Jarosz-
Wilkotazka A. (2011) Growth inhibition and
intracellular distribution of Pb ions by the
white-rot fungus Abortiporus biennis.

Int. Biodeterior. Biodegrad. 65, 124-129.

2,074

25

2,962

30

[04]

Graz* M., Pawlikowska-Pawlgga B., Jarosz-
Wilkotazka  A. (2015) Intracellular
distribution of cadmium during the growth of
Abortiporus biennis on cadmium-amended
media Can. J. Microbiol. 61, 545-554.

1,335

20

1,462

20

[09]

Graz* M., Rachwal K., Zan R., Jarosz-
Wilkotazka A. (2016) Oxalic acid degradation
by a novel fungal oxalate oxidase from
Abortiporus biennis.

Acta Biochim. Pol. 63, 3, , 595-600.

1,159

15

1,159

15

[O6]

Graz* M., Jarosz-Wilkotazka A., Janusz G.,
Mazur A., Wielbo J., Koper P., Zebracki K.,
Kubik-Komar A. (2017) Transcriptome-based
analysis of the saprophytic fungus
Abortiporus biennis — response to oxalic acid.
Microbiol. Res. 199, 79-88.

3,037

25

3,037

25

Suma punktow:

12,052

115

12,265

140

* - autor korespondencyjny
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C) OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW

WPROWADZENIE:

Tworzacy drewno kompleks ligninocelulozy stanowi najwickszy rezerwuar wegla w
przyrodzie. Glowne komponenty $ciany komorkowej roslin tworza trudny do biologicznego
rozktadu biopolimer, gtownie ze wzgledu na aromatyczny charakter obecnego w nim
kompleksu ligniny. Najefektywniej kompleks lignocelulozy degraduja grzyby nalezace do
klasy Basidiomycota. Na podstawie zmian stwierdzanych w drewnie zainfekowanym przez
grzyby mozemy wyrézni¢ dwie grupy ekologiczne: grzyby powodujace bialg, oraz grzyby
wywotujace brunatng zgnilizn¢ drewna. Jedynie grzyby bialej zgnilizny drewna sg w stanie
mineralizowa¢ wszystkie sktadniki §ciany komodrkowej roslin. Grzyby brunatnej zgnilizny
rozktadaja gléwnie komponent celulozowy i hemicelulozowy, ligning zostawiajac w stanie
zmodyfikowanym lub nienaruszonym (Bugg i wsp., 2011, Cragg i wsp., 2015).
Gatunek Abortiporus biennis, badany w ramach prowadzonych przeze mnie doswiadczen,
nalezy do ekologicznej grupy grzybow wywotujacych bialg zgnilizng drewna. W procesie
rozktadu drewna zaangazowane sa liczne enzymy, ktéore mozna podzieli¢ na enzymy
bezposrednio dziatajace na komponenty $ciany komoérkowej roslin oraz na enzymy posrednio
zaangazowane w proces rozktadu (Leonowicz i wsp., 1999; Lundell i wsp., 2010). Kompleks
celulozowy drewna atakowany jest w obu grupach ekologicznych grzyboéw przez
synergistycznie dziatajace egzo- i endo-celulazy oraz hemicelulazy (Baldrian i Valaskova,
2008). Waznymi i réznicujagcymi obie grupy ekologiczne enzymami sa enzymy utleniajace,
ktore dziataja bezposrednio na ligning. Do gltownych enzymdéw lignolitycznych grzybow
biatej zgnilizny drewna zaliczamy lakazg¢ (EC 1.10.3.2), peroksydaze manganozalezna (MnP,
EC 1.11.1.13), peroksydazg ligninowa (LiP, EC 1.11.1.14), peroksydaz¢ hybrydowa (VP, EC
1.11.1.16) 1 peroksydaze¢ DyP (DyP, EC 1.11.1.19). Enzymy zaangazowane posrednio
w proces rozktadu ligniny dostarczajg zwigzkow niezbednych do prowadzenia efektywnego
rozktadu np. réznego typu oksydazy sa zrodtem nadtlenku wodoru, koniecznego do dziatania
peroksydaz (Janusz i wsp., 2017). W proces enzymatycznego rozkladu oraz na etapie
poprzedzajacym enzymatyczng degradacje kompleksu ligninocelulozy, zaangazowane sa
zwigzki niskoczgsteczkowe. Ich rolg jest m. in. zwigkszenie porowato$ci tkanek i tym samym
przygotowanie struktury drewna do etapu enzymatycznego. Do najwazniejszych zwigzkow
niskoczasteczkowych, ktore biorg udziat w metabolizmie grzybow zaliczy¢ mozemy:

nieorganiczne jony metali, reaktywne formy tlenu, substancje fenolowe i kwasy organiczne
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(Arantes i Milagres, 2007; Nousiainen iwsp., 2014). Kwas szczawiowy moze by¢ uznany za
najwazniejszy i najczesciej stwierdzany w hodowlach grzybowych kwas organiczny (Dutton
i Evans, 1996). Jest on potencjalniec zaangazowany zarOwno w procesy nieenzymatyczne, jak
i posrednio w etap enzymatycznego rozkladu drewna. Kwas szczawiowy uczestniczy
w stabilizowaniu jonu Mn®* powstajacego w cyklu Kkatalitycznym peroksydazy MnP,
chelatujac go i umozliwiajac dziatanie na struktury drewna w pewnej odlegtosci od grzybni
(Hofrichter 2002). Wykazano réwniez korelacje pomig¢dzy aktywno$cig poszczegdlnych
enzymoOw ligninolitycznych oraz ste¢zeniem kwasu szczawiowego w podtozu hodowlanym
grzyboéw bialej zgnilizny drewna (Shimada i wsp., 1997). Kwas szczawiowy pelni ponadto
wazng role w procesie chelatowania jonéw metali takich jak wapn, mangan, kadm, oraz otow
przez grzyby, stanowigc skuteczny sposob unieruchamiania metali cigzkich w skazonych
warunkach (Gadd, 2007). W potaczeniu z wydajnym systemem rozkladu zwigzkow
aromatycznych, Abortiporus biennis moze petni¢ wazng role w procesach bioremediacji.
Grzyby znane sg ze swoich zdolnosci do wzrostu w $rodowisku W obecnosci nawet
wysokich stezen metali cigzkich, ktéore moga by¢ wydajnie kumulowane w grzybni.
Kumulacja ta moze mie¢ charakter biosorbcji jonéw metali do struktur $cian komorkowych,
poprzez mechanizmy o charakterze fizykochemicznym, lub bioakumulacji w komorce
grzybni. Proces bioakumulacji ma charakter aktywny i wymaga nakladow energii
metabolicznej (Gadd, 2007). Niektore z metali cigzkich obecnych w $rodowisku wzrostu
grzybni sa niezbedne do prawidlowego funkcjonowania grzybowego metabolizmu.
Zasadnicza rolg odgrywa stezenie metalu, poniewaz nieznaczny wzrost ste¢zenia metali moze
zasadniczo zahamowac¢ wzrost grzybni, podczas gdy obecno$¢ metali w sladowym stezeniu
jest czesto niezbedna do jej prawidtowego wzrostu i funkcjonowania (Baldrian, 2003).
Do metali o istotnym znaczeniu dla funkcjonowania grzybni zaliczamy jony miedzi,
manganu, zelaza i cynku. Metale te stanowig istotny element w centrach aktywnych enzymow
np. miedz wystepuje W centrum aktywnym lakazy, istotnego enzymu grzybowego z punktu
widzenia rozktadu kompleksu ligninocelulozowego, zelazo w centrum aktywnym peroksydaz
grzybowych np. peroksydazy MnP (Janusz i wsp., 2017). Jony manganu wystepuja w centrum
aktywnym dekarboksylazy i oksydazy kwasu szczawiowego, enzymow rozktadajacych kwas
szczawiowy. Jeszcze inna rola, ktorg petnig jony manganu, to wspomniana juz funkcja Mn®*
powstajacego w cyklu katalitycznym MnP jako niskoczasteczkowy czynnik, ktory bierze
udzial w procesie rozktadu drewna. Jednym z efektywnych form radzenia sobie z duzymi

stezeniami metali cigzkich w $rodowisku wzrostu grzybni, moze by¢ wydzielanie kwasu
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szczawiowego. Moze on tworzy¢ rozpuszczalne badz nierozpuszczalne kompleksy
z metalami, co przyczynia si¢ do tolerowania wysokich stezen metali ci¢zkich przez grzybnie
(Gadd i wsp., 2014).

CEL NAUKOWY WYBRANYCH PRAC

Badania, ktorych rezultaty zaprezentowano w publikacjach skladajacych si¢ na
osiggniecie habilitacyjne, dotyczyly okres$lenia roli kwasu szczawiowego w procesach
usuwania metali ze srodowiska wzrostu, poznania zmian jakie obecnos¢ metali wywotuje w
komorkach grzybni oraz wptywu jaki kwas szczawiowy wywiera na caly metabolizm

saprofitycznego grzyba Abortiporus biennis, zaliczanego do grzybow bialej zgnilizny drewna.

Badania obejmowaty nastepujace zagadnienia

W nawiasach podano numer publikacji wchodzqcych w sktad osiggnigecia naukowego

1. zdolno$¢ do wzrostu i wydzielania kwasow organicznych w obecnos$ci tlenkow metali

przez grzyby biatej zgnilizny drewna [O1],

2. ocena kumulacji metali ciezkich i ich wplywu na morfologi¢ grzybni oraz lokalizacja

metali w strukturach komérkowych Abortiporus biennis [02,03,04],

3. enzymatyczna droga rozktadu kwasu szczawiowego w hodowlach Abortiporus
biennis [O5],

4. wplyw kwasu szczawioweg0 na metabolizm Abortiporus biennis [O6].

OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Ad. 1 Zdolno$¢é do wzrostu i wydzielania kwasow organicznych w obecnosci tlenkéw

metali przez grzyby bialej zgnilizny drewna

Zdobyte w trakcie przygotowywania rozprawy doktorskiej doswiadczenia, zwigzane z
badaniami nad gromadzeniem kwasu szczawiowego w podtozach grzybéw wywolujacych
zgnilizng drewna, oraz zaobserwowanie duzego potencjalu grzybéw w procesach
bioremediacji, skierowato moje zainteresowania w kierunku roli jakg kwas szczawiowy petni
w procesach usuwania metali.

Oceng udziatu kwasu szczawiowego w procesie tolerowania przez grzyby obecnosci
wybranych metali w §rodowisku, rozpoczatem badaniami majacymi na celu oceng zdolnosci

do wzrostu i syntezy kwasow organicznych przez wybrane szczepy grzybowe, rosngce na
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podtozach wzbogaconych dodatkiem tlenkéw metali (ZnO, CaO i Cu20). Przeanalizowano 28
gatunkow zaliczanych do grzyboéw powodujacych bialg zgnilizng drewna. Oceniajac
toksyczno$¢ badanych tlenkow metali, przyjmujac jako kryterium hamowanie wzrostu
grzybni w ich obecno$ci, za najbardziej toksyczny uznano tlenek miedzi (). Dodatek Cu.O
do podtoza powodowal catkowite zahamowanie wzrostu 7 spo$rdéd badanych szczepow
grzybow. Dodatek CaO hamowat calkowicie wzrost 3 szczepow, natomiast na podtozach
z dodatkiem ZnO wzrost wykazywatly wszystkie badane szczepy, ale w réoznym zakresie.
Najbardziej wrazliwymi na obecno$¢ metali w Srodowisku wzrostu sposrod badanych
grzybow okazaty si¢ Clitocybula dusenii, Coprinus micaceus, Dichomitus albidofucus,
Diplomitoporus crustulinus, Kuehneromyces mutabilis, Pleurotus ostreatus. Wymienione
grzyby nie wykazywaty wzrostu na podtozach z dodatkiem tlenkow metali, lub ich wzrost byt
hamowany o okoto 75% w poréwnaniu ze wzrostem obserwowanym na podiozach
kontrolnych, bez dodatku metalu. Kilka badanych grzybow wykazywato stymulacje wzrostu
w obecno$ci metalu w podlozu; byly to Ganoderma applanatum, Agrocybe aegerita,
Agrocybe cylindracea, Cerrena unicolor, Pholiota nameko, Pleurotus cystidiosus,
Heterobasidion annosum.

Ocena zdolnosci grzybow do rozpuszczania uzytych w do§wiadczeniu tlenkéw metali,
polegata na obserwacji przejasnien pojawiajacych si¢ w trakcie wzrostu grzybni na podiozu.
Strefa przejasnienia na podtozach wzbogaconych nierozpuszczalnym tlenkiem metalu,
pojawiajaca si¢ w trakcie hodowli, $wiadczy o zdolnosci grzybni do przeprowadzania tlenku
metalu w formg¢ rozpuszczalng. Zaobserwowane strefy przejasnien miaty roézny zakres, W
zalezno$ci od grzybni oraz badanego tlenku. Najwigcej sposrod badanych grzybow
rozpuszczato znajdujacy sie¢ w podlozu wzrostowym tlenek cynku (ZnO). Najmniej
przejasnien obserwowano w przypadku dodatku do podtoza Cu.0. Nie obserwowano
korelacji pomiedzy stopniem wzrostu grzybni, a zdolnoscig grzyba do tworzeniem stref
przejasnien. W przypadku kilku gatunkéw grzyboéw obserwowano bardzo dobry lub dobry
wzrost w obecnosci tlenkéw metali, lecz nie wykazano tworzenia przejasnien w podtozu.

Kolejnym badanym parametrem bylo stezenie kwasow organicznych obecnych w
podtozu po wzroscie grzybni. Ilos¢ wydzielanych do podtoza kwasow organicznych
sprawdzono dla 18 szczepow grzybowych. Pominieto grzyby, ktore nie wykazywaty wzrostu,
lub wykazywaty tylko minimalny wzrost na plytkach wzbogacanych tlenkiem metalu
(5 szczepow) oraz grzyby, ktore nie tworzyly przejasnien w podtozu w czasie prowadzenia

hodowli.
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Uzyskane w wyniku przeprowadzonych doswiadczen obserwacje pozwolity podzieli¢
badane grzyby na trzy grupy. Pierwsza grupa to gatunki wrazliwe na obecnos$¢ metali w
podtozu, ktore charakteryzowaty sie stabym wzrostem na podtozu wzbogaconym badanymi
tlenkami metalu. Grupa druga, do ktorej zaliczono grzyby dobrze rosngce w obecnos$ci metali
w podtozu, to gatunki wsrod ktorych nie dato si¢ zaobserwowaé tworzenia stref przejasnienia
$wiadczacych o rozpuszczeniu tlenku metalu. Do najliczniejszej grupy trzeciej, zaliczono
gatunki wydzielajace do podloza kwasy organiczne. W badanych warunkach hodowli
stwierdzono  obecno$¢  kwasow  szczawiowego, mrowkowego i jablkowego.
Kwas szczawiowy byt dominujacym kwasem organicznym w badanych podtozach a zakres
stezen tego kwasu w badanych podtozach roznit si¢ znacznie w zalezno$ci od gatunku grzyba
i mieScit sie¢ w przedziale od 0,03 mM do 1,17 mM.

Grzyb Abortiporus biennis zaliczony zostal do grupy organizméw zdolnych do
dobrego wzrostu na podtozach z dodatkiem tlenkéw metali oraz tworzenia stref przejasnien,
$wiadczacych o rozpuszczeniu tlenkow metali. Abortiporus biennis wykazywal wysoka
tolerancje w stosunku do wszystkich trzech testowanych tlenkow metali. Wzrost A. biennis
na podtozach z dodatkiem ZnO byt porownywalny ze wzrostem na podtozu kontrolnym.
Dodatek tlenkow CaO i Cu20, powodowal zahamowanie wzrostu o 40% w poréwnaniu
do wzrostu obserwowanego na podlozu kontrolnym. Po wzroscie A. biennis wykazano
w podtozach obecnos¢ tylko kwasu szczawiowego w stezeniu od 0,1 mM do 0,14 mM,
w zaleznosci od obecnego w podtozu tlenku metalu.

Efektem przeprowadzonych doswiadczen zaprezentowanych w pracy [O1] jest
wykazanie po raz pierwszy zdolnosci niektorych z badanych Qrzybéw do syntezy kwasu
szczawiowego, jak rownie; wykazanie udzialu kwasu Szczawiowego W procesie

rozpuszczania oebecnych w podtoiu tlenkow metali.

Ad. 2 Ocena kumulacji metali ci¢zkich i ich wplywu na morfologi¢ grzybni oraz

lokalizacja metali w strukturach komérkowych Abortiporus biennis

Wykazany w poprzednich do$wiadczeniach wysoki stopien tolerancji Abortiporus
biennis na obecnos¢ metali ciezkich w podlozu wzrostowym, sktonit mnie do rozszerzenia
badan o kolejne metale oraz zwrocenia uwagi na zmiany w morfologii i strukturach
komorkowych grzybni, zachodzace pod wptywem dodatku tlenkéw metali do podtoza.

W trakcie przeprowadzonych doswiadczen nad stopniem kumulacji jonow metali w grzybni
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A. biennis, ich lokalizacji w strukturach wewnatrzkomoérkowych oraz wptywu na morfologie
strzepek, badatem wzrost Abortiporus biennis na podlozach wzbogaconych dodatkiem
nierozpuszczalnych tlenkow metali (Cu20, AlO3, MnO., ZnO, CuFe;0sZn, CdO)
w stezeniach wyzszych niz poprzednio stosowane (10 mM, 20 mM i 30 mM).

Wraz ze zwigkszajacym si¢ stezeniem metalu w podtozu obserwowano zwigkszone
zahamowanie wzrostu grzybni. Przyjmujac zdolno$¢ do wzrostu jako kryterium dla okreslenia
tolerancji grzybni na obecnos$¢ danego metalu cigzkiego w Srodowisku, najbardziej toksyczne
sposrdd badanych okazaty sie jony kadmu. Wykazano znaczne zahamowanie wzrostu grzybni
w obecnosci jonéw kadmu juz przy 10 mM stezeniu CdO w podlozu, oraz catkowite
zahamowanie wzrostu grzybni przy wyzszych stezeniach CdO. Ograniczony wzrost grzybni
A. biennis obserwowano w obecnosci tlenkéw ZnO Cu20 i MnO2. Obecnos¢ w podiozu
tlenkow Al>O3 oraz CuFe>04Zn, nie hamowata wzrostu grzybni A. biennis.

Kolejnym ocenianym parametrem byla zdolno$¢ rosnacej grzybni A. biennis do
rozpuszczania tlenkow metali cigzkich obecnych w podtozu oraz monitorowanie zwigzanego
z tym wydzielania przez grzybni¢ kwasu szczawiowego. Tworzenie soli szczawianowych z
metalami moze thumaczy¢ powstawanie przejasnien na podtozach zawierajacych tlenki
metali. Na podlozach zawierajacych 10 mM CdO obszar widocznych przejasnien pokrywat
si¢ ze strefg wzrostu grzybni. Przejasnienia wykraczajace swoja Srednicg poza strefe wzrostu
grzybni A. biennis stwierdzono na podtozach zawierajacych ZnO oraz Cu.0. Na podtozach
zawierajacych pozostate badane tlenki (Al20s, MnOz, CuFe20s4Zn), nie obserwowano
przejasnien lub obserwowano tylko niewielkie przejasnienia w centralnym obszarze pod
grzybnig, tak jak na przyktad w przypadku MnO;. Podwyzszone stezenie kwasu
szczawiowego w pordéwnaniu z podiozami kontrolnymi, stwierdzono we wszystkich
podtozach wzbogaconych metalami, z wyjatkiem podtoza z dodatkiem Al>O3. Gromadzenie
kwasu szczawiowego w hodowlach zawierajacych tlenki Cu20, ZnO, CdO byto skorelowane
Z obserwowanymi przejasnieniami podlozy hodowlanych, $wiadczacymi 0 rozpuszczaniu
tlenkow metali. Jedynie w przypadku CuFe;OsZn pomimo wzrostu st¢zenia szczawianu, nie
obserwowano rozpuszczania tlenku dodanego do podloza. Obserwowane przejasnienia,
$wiadczace o rozpuszczaniu stosowanych jako dodatek do podtoza tlenkéw, moga
wskazywac na udziat w tym procesie kwasu szczawiowego.

Grzybnia moze wydajnie kumulowa¢ metale cigzkie. Kumulacja moze mie¢ charakter
biosorbcji jondw metali do struktur Scian komdérkowych poprzez mechanizmy o charakterze

fizykochemicznym, lub bioakumulacji w komorce grzybni, ktora ma charakter aktywny
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1 wymaga nakladow energii metabolicznej. Badania przeprowadzone w celu okreslenia
stopnia akumulacji metali przez A. biennis wykazaly rézny stopien zawartosci metali w
grzybni, w zaleznosci od zastosowanego stezenia metalu w podlozu wzrostowym.
Stwierdzono, ze w przypadku 10 mM dodatku tlenkow metali do podtoza, zawartos¢ jonow
poszczegolnych metali w grzybni przedstawiala si¢ w nastgpujacej kolejnosci: w najwyzszym
stezeniu obecne byly jony Cul* pochodzace z CuzO, nastepnie jony Mn**, Cd?*, Zn?*
oraz AI**. W przypadku wzrostu w obecnosci tlenkow metali o stezeniu 30 mM, zawarto$¢
metali w badanej grzybni przedstawiala si¢ W nastepujacej kolejnosci: najwyzsze stezenie
stwierdzono dla jonéw Zn%*, nastepnic Cu'*, Mn*" oraz AI**. Tlenek CdO w stezeniu
30 mM nie byt badany, poniewaz w tym stezeniu powodowat calkowite zahamowanie
wzrostu grzybni A. biennis.

Obecnos¢ tlenkow metali w trakcie wzrostu grzybni A. biennis wptywat znaczaco na
morfologie strzgpek, CO zostalo wykazane w trakcie przeprowadzonych obserwacji
mikroskopowych. Wykazano niekorzystne zmiany morfologiczne grzybni A. biennis pod
wplywem tlenkow metali obecnych w $rodowisku wzrostu. Obserwowane zmiany
wykazywaty korelacje wraz ze zwigkszajagcymi si¢ stezeniami metalu w podiozu.
Niekorzystny wptyw metali na morfologi¢ grzybni obserwowany byt przede wszystkim jako
wickszg obecno$¢ rozgalezionych strzepek, pogrubienie $ciany komorkowej oraz
wystepowanie nieregularnych przegrod wewnatrz strzgpek i wzrost liczby widocznych pod
mikroskopem spor.

Na tym etapie prac dokonano rowniez istotnej obserwacji, dotyczacej metabolizmu
kwasu szczawiowego przez grzybni¢ A. biennis. Stwierdzono oksydacyjng droge rozktadu
kwasu szczawiowego, prowadzacag do powstania nadtlenku wodoru i dwutlenku wegla,
katalizowang przez oksydazg kwasu szczawiowego (EC 1.2.3.4). Nie wykazano natomiast
typowej dla grzybow biatej zgnilizny drewna aktywno$ci dekarboksylazy kwasu
szczawiowego (EC 4.1.1.2), ktorej produktami sa kwas mrowkowy oraz dwutlenek wegla.
Stwierdzona w grzybni A. biennis aktywnos$¢ oksydazy kwasu szczawiowego wykazywata
zréznicowanie, w zaleznos$ci od obecnych w §rodowisku wzrostu grzybni metali. Najwyzsza
aktywnos¢ oksydazy kwasu szczawiowego stwierdzono na podtozach zawierajacych Mn2O
I Cu20. Najnizsza aktywno$¢ enzymu zaobserwowano na podlozach z dodatkiem Al>Og,
natomiast w grzybni z dodatkiem CdO nie stwierdzono aktywnosci oksydazy kwasu

szczawiowego.
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Podsumowujgc, w wyniku przeprowadzonych doswiadczen przedstawionych w pracy
[02], wykazano zdolnosé¢ Abortiporus biennis do wzrostu w obecnosci tlenkéw metali
cietkich, jak rownie; wykazano zdolnosé grzybni do akumulacji metali. Zaobserwowano
negatywny wplyw jaki metale ciezkie wywierajg na rosngcq grzybnie. Po raz pierwszy
wykazano i opisano obecnos¢ w grzybni A. biennis aktywnosci oksydazy kwasu

szczawiowego, co stanowi unikalng ceche¢ wsrod grzybow bialej zgnilizny drewna.

W kolejnej pracy wchodzacej w sktad osiggniecia zbadano zdolnos¢ A. biennis do
akumulacji jonow Pb?*. Zanieczyszczenia jonami olowiu stanowia powazny problem w
srodowisku, uposledzajac przebieg wielu proceséw biologicznych, w tym takze rozktad
materii organicznej w glebie m.in. celulozy. Otéw nie jest wykorzystywany ani
transformowany przez organizmy zywe 1 moze ulega¢ stopniowej kumulacji w organizmach,
szczegolnie na wyzszych szczeblach tancucha pokarmowego. Grzyby, znane ze zdolnosci do
akumulacji metali, wyksztatcily mechanizmy warunkujace opornosé¢ i tolerancje na metale
ciezkie. Rozpatrujac biomase¢ grzybowa jako narzgdzie stosowane do usuwania
zanieczyszczen otowiem, wazne jest poznanie dystrybucji metalu we wnetrzu grzybni, w celu
jej efektywnego wykorzystywania. Kolejny etap prac obejmowat doswiadczenia dotyczace
wzrostu A. biennis i wewnatrzkomoérkowej lokalizacji jonow otowiu w komodrkach grzybni,
rosngcej w obecnosci tlenku otowiu (PbO). Obserwacje wykonane z uzyciem elektronowego
mikroskopu transmisyjnego, wykazaty wakuolizacj¢ przestrzeni periplazmatycznej, jak
rowniez wnetrza cytoplazmy komorek grzybni rosngcej w obecnosci PbO. Stwierdzono
rowniez obecnos¢ elektronowo gestego materiatu w poblizu blony komoérkowej oraz w
poblizu bton wakuolarnych, jak rowniez we wnetrzu cytoplazmy. Aglomeraty elektronowo-
dodatnich ztogow zaobserwowano ponadto w poblizu struktur retikulum endoplazmatycznego
oraz w sgsiedztwie parentosomu. Poza stwierdzeniem zmian w strukturze wngtrza komorek
grzybni zachodzacych pod wplywem PbO, dokonano analizy lokalizacji jonéw Pb?" w
strukturach komorkowych A. biennis. Jony otowiu wykazano w réznych obszarach komorki
A. biennis. Obecne byty gtdéwnie w cytoplazmie, jak rowniez w poblizu duzych wakuoli oraz
pomiedzy matymi wakuolami i w $cianie komoérkowej grzybni.

Obecnos¢ PbO w podtozu wzrostowym powodowata zahamowanie wzrostu grzybni.
Redukcja wzrostu grzybni rosngcej w obecnosci 10 mM stezenia PbO, w poréwnaniu z
grzybnig kontrolna, wynosita 15%, dochodzac nawet do 85% w obecnosci 30 mM PbO.
Badajac akumulacje jonéw Pb?* w grzybni stwierdzono wyzsze stezenie jondéw otowiu w

grzybni rosnacej na podtozu z dodatkiem 10 mM PbO, niz w grzybni izolowanej z podtoza

Strona 13z 31



Marcin Graz Zalacznik 2

zawierajagcego 30 mM tlenek otowiu. Nalezy podkresli¢, ze zdolnos¢ do bioakumulacji metalu
nie musi oznacza¢ w przypadku grzybow toksycznosci metalu. Moze to wskazywaé u
A. biennis na wigksza role proceséw aktywnych, wymagajacych energii metabolicznej w
procesach ochronnych, zapobiegajacych bioakumulacji otlowiu przez grzybnie. Ze wzgledu na
potencjalny udzial kwasow organicznych w procesy rozpuszczania tlenkow metali okreslono
ilosciowo ich zawarto§¢ w podlozach wzrostowych. Kwas szczawiowy byl jedynym
stwierdzonym kwasem organicznym w podiozu. Jego ste¢zenie w podlozach zawierajacych
PbO bylo nizsze niz w podlozu kontrolnym. Jednoczesnie nalezy zaznaczy¢, ze nie
zaobserwowano stref rozpuszczania PbO w trakcie wzrostu A. biennis.

Wymiernymi efektami przedstawionych w pracy [O3] doswiadczen byto wykazanie
lokalizacji jonow olowiu w komorce A. biennis oraz wplywu PbO na ultrastrukture
komorek grzybni. Wykazano zdolnosé A. biennis do akumulacji jonow olowiu oraz

zmniejszone wydzielania do podioza kwasu szczawiowego w podtoZach zawierajgcych PbO.

W kolejnym etapie badan skupilem si¢ na poznaniu lokalizacji jonéw kadmu
w grzybni Abortiporus biennis. Kadm jest pierwiastkiem, ktory fatwo podlega bioakumulacji
1 wykazuje wysoki stopien toksyczno$ci dla organizmoéw zywych. Charakteryzuje si¢ dlugim
okresem biologicznego pottrwania oraz wysoka mobilno$cig pomigdzy gleba a roslinami.
Kadm moze zaburza¢ w organizmach gospodarke metalami waznymi z punktu widzenia
metabolizmu oraz negatywnie wptywa¢ na procesy mikrobiologiczne w $rodowisku.
Ze wzgledu na wykazany w poprzednich badaniach toksyczny efekt jonow kadmu na wzrost
I metabolizm A. biennis, hodowle w tej czeSci badan prowadzono z dodatkiem 0,5 mM
i 1 mM CdO do podloza wzrostowego. Przeprowadzona obserwacja struktur
wewnatrzkomorkowych z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego, wykazata
w komorkach rosngcych na podtozach zawierajacych CdO obecnos¢ gestszej cytoplazmy,
W poroéwnaniu z komoérkami z grzybni kontrolnej rosnacej bez dodatku CdO. Ponadto,
w komorkach rosngcych z dodatkiem CdO, wykazano wystgpowanie regiondw o obnizonej
gestosci elektronowej w przestrzeniach miedzycytoplazmatycznych oraz powigkszony region
periplazmatyczny. Wykazano ponadto wakuolizacje regionu periplazmatycznego oraz
cytoplazmy komorki. Obserwowane basidiospory zawieraty skupiska kropli lipidowych oraz
matych wakuoli w przestrzeni periplazmatycznej. Dokonano rowniez analizy lokalizacji
jonow Cd?* w strukturach komorkowych A. biennis. Obecno$¢ kadmu stwierdzono w réznych
regionach obserwowanych komorek. Kadm obecny byt w cytoplazmie komorek, basidiospor

oraz chlamydospor. Lokalizacje¢ kadmu wykazano w poblizu matych wakuol w komorkach
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A. biennis, ktore wykazywaly wyraznie pogrubione $ciany komérkowe. Wykazany wczesniej
toksyczny efekt kadmu, wyrazony hamowaniem wzrostu grzybni, zostal potwierdzony
réowniez dla stosowanych w tym doswiadczeniu mniejszych stezen CdO. Wzrost grzybni
A. biennis w poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi ulegat zahamowaniu o 30% w przypadku
podtozy z 0,5 mM CdO i o 75% dla podtozy z 1 mM CdO. Podobnie jak dla PbO,
w badanych podtozach z dodatkiem CdO, wykazano zmniejszone w poréwnaniu z podtozem
kontrolnym stezenie kwasu szczawiowego.

Czynnikiem wptywajagcym na mobilno$¢ jonow metalu jest wartos¢ pH $srodowiska.
Kolejnym parametrem sprawdzonym w toku prowadzonych do$wiadczen, byt wplyw
wartosci pH podtoza na stopien akumulacji kadmu w grzybni. Najwigksze stg¢zenie jonow
kadmu wykazano, gdy wyjsciowa warto$¢ pH podioza wynosita 6. W trakcie wzrostu grzybni
warto$¢ pH podlozy z dodatkiem CdO zblizato si¢ do wartosci 4,5 i bylo nizsze niz
stwierdzane w podtozach kontrolnych. Nalezy zaznaczy¢, ze poczatkowa wartos¢ pH podtoza
wzrostowego nie miata wplywu na przyrost biomasy A. biennis.

Efektem przeprowadzonych doswiadczen zaprezentowanych w pracy [O4] jest
wykazanie zmian w komdrkach grzybni pod wplywem jonow kadmu oraz wykazanie

lokalizacji jonow kadmu w komorce i jego wplywu na ultrastrukture komorki.

Ad. 3 Enzymatyczna droga rozkladu kwasu szczawiowego w hodowlach Abortiporus

biennis

Ze wzgledu na swoja toksycznos¢ oraz specyficzng funkcje, stezenie kwasu
szczawiowego jest aktywnie regulowane przez grzybnie. Istniejace w przyrodzie
enzymatyczne drogi rozktadu kwasu szczawiowego obejmuja zasadniczo cztery aktywnosci
katalityczne, przypisywane poszczegdlnym krolestwom organizmow (Svedruzic i wsp, 2005,
Mikeld i wsp., 2010, Gibson i wsp., 2016):

1. typowy dla grzybow szlak dekarboksylacji czasteczki kwasu szczawiowego z udziatem
dekarboksylazy kwasu szczawiowego (ODC, EC 4.1.1.2),

2. stwierdzana w komorkach bakteryjnych dekarboksylacje aktywowanej czasteczki
kwasu szczawiowego jaka jest szczawianylo-CoA, w reakcji katalizowanej przez
dekarboksylaze szczawianylo-CoA (EC 4.1.1.8), oraz reakcje rozktadu szczawianu do
dwoch czasteczek CO. katalizowang przez TPP-zalezng oksydoreduktaze kwasu

szczawiowego.

Strona 15z 31



Marcin Graz Zalacznik 2

3. typowe dla organizmdw ro$linnych utlenianie czasteczki kwasu szczawiowego do CO:2

I H2O2 w reakcji katalizowanej przez oksydaze kwasu szczawiowego (OXO, EC 1.2.3.4).

Waznym aspektem prowadzonych badan bylo poznanie enzymatycznej drogi rozktadu
kwasu szczawiowego w hodowlach Abortiporus biennis. Dane literaturowe podaja, ze gtowna
enzymatyczna droga rozktadu kwasu szczawiowego przez grzyby nalezace do ekologicznej
grupy bialej zgnilizny drewna, odbywa si¢ poprzez reakcje dekarboksylacji do kwasu
mrowkowego i dwutlenku wegla (Makela i wsp., 2002, 2009). W wyniku przeprowadzonych
badan [O2] wykazano, ze w grzybni A. biennis rozktad kwasu szczawiowego przebiega
innym szlakiem. Za rozktad kwasu szczawiowego w hodowlach A. biennis odpowiada
oksydaza kwasu szczawiowego, enzym z klasy oksydoreduktaz (EC 1.2.3.4). Produktem
reakcji rozktadu kwasu szczawiowego przez oksydaze kwasu szczawiowego jest nadtlenek
wodoru oraz dwutlenek wegla. Po dodaniu kwasu szczawiowego do hodowli A. biennis,
w celu indukcji wytwarzania enzyméw katabolizmu szczawianéw, zaobserwowan0 Wzrost
stezenia nadtlenku wodoru w podtozu hodowlanym. Nie byto to skorelowane z obecno$cia
w podlozu wzrostowym kwasu mrowkowego, ktéry jest produktem dekarboksylacji kwasu
szczawiowego. Nadtlenek wodoru jest istotnym zwigzkiem w metabolizmie ligninocelulozy,
ze wzgledu m.in. na udzial w cyklu Kkatalitycznym licznych peroksydaz. W wyniku
przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze oksydaza kwasu szczawiowego
z A. biennis jest enzymem wewnatrzkomorkowym i ma charakter indukcyjny. Nie wykazano
zewnatrzkomorkowej aktywnosci oksydazy kwasu szczawiowego ani dekarboksylazy kwasu
szczawiowego U A. biennis. Zaobserwowano, ze do indukcji oksydazy kwasu szczawiowego
w hodowlach A. biennis niezbedne jest jedynie obnizenie wartosci pH podtoza wzrostowego.
Enzym nie jest indukowany przez substrat, jezeli nie ulegnie obnizeniu wartos¢ pH,
co potwierdzono stosujac dodatek szczawianu sodu. Oksydaza kwasu szczawiowego
z A. biennis wykazuje specyficzno$¢ substratowa dla kwasu szczawiowego. Warto$¢
Km oczyszczonego metodami chromatograficznymi enzymu dla kwasu szczawiowego
ustalono na 1,5 x 102 M a warto$¢ Vmax Na 0,03 mol min™, Otrzymany i oczyszczony
z grzybni A. biennis enzym wykazywat aktywnos$¢ enzymatyczng tylko w niskim zakresie
wartosci pH. W $rodowisku o wartosci pH powyzej 4 stwierdzono catkowite zahamowanie
aktywnosci enzymatycznej oksydazy kwasu szczawiowego z A. biennis. Optimum
temperatury ustalono na 60°C. Masg czgsteczkowg oszacowano na 58 kDa. Uzyskane wyniKi

wykazaly, ze oksydaza kwasu szczawiowego izolowana z grzybni A. biennis wykazuje
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odmienne wlasciwosci niz znane do tej pory enzymy katalizujace reakcje rozktadu kwasu
szczawiowego.

Wymiernym efektem przeprowadzonych analiz zaprezentowanych w pracy [O5] jest
pierwsza charakterystyka grzybowej oksydazy kwasu szczawiowego pochodzgcej z grzybni

Abortiporus biennis.

Ad. 4 Wplyw kwasu szczawiowego na metabolizm Abortiporus biennis

W kolejnej pracy podjatem probe odpowiedzi na pytanie jak dodatek kwasu
szczawiowego do podloza wzrostowego wptywa na metabolizm A. biennis, ze szczegélnym
uwzglednieniem metabolizmu kompleksu ligninocelulozy. W tym celu obserwowano zmiany
na poziomie transkrypcji, dokonujac analizy poroéwnawczej catego transkryptomu grzyba
A. biennis w dwoch wariantach hodowli, indukowanej kwasem szczawiowym oraz
nieindukowanej hodowli kontrolnej. Wykazano, ze pod wplywem kwasu szczawiowego
poziom ekspresji 82 genow zmieniat si¢ znaczaco. Posrod nich, ekspresja 18 genow
zwigkszala si¢, a 64 gendow zmniejszyla si¢ znaczaco. Z danych literaturowych wynika,
ze stezenie kwasu szczawiowego wplywa na procesy degradacji kompleksu ligninocelulozy.
Stezenie kwasu szczawiowego wplywa na synteze 1 aktywno$¢ lakazy i MnP
(Shimada i wsp., 1997). W wyniku przeprowadzonych analiz potwierdzono dla A. biennis
ekspresje 11 genow dla lakazy i 3 gendéw dla MnP oraz transkrypty adnotowane do
peroksydazy ligninowej (LiP). Wykazano roéwniez po raz pierwszy dla A. biennis ekspresje
gendéw dla peroksydazy hybrydowej (VP), chloroperoksydazy, oraz peroksydazy DyP.
Ekspresja wiekszosci genéw dla enzymoéw ligninolitycznych A. biennis nie byta wcale lub
byta tylko nieznacznie regulowana poprzez dodatek kwasu szczawiowego. Jedynie dla genu
kodujacego peroksydazg VP wykazano znaczaco zmniejszong ekspresj¢ pod wplywem kwasu
szczawiowego. Ekspresja genow dla celulaz i hemicelulaz u A. biennis ulegata ogodlnie
podwyzszeniu pod wplywem kwasu szczawiowego. Najwyrazniej Wzrost ekspresji zostat
zanotowany dla endo-1,4-B-ksylanazy. Transkrypty, odpowiednio dwoch gendéw kodujacych
endo-1,3-B-glukozydazy i jednego genu dla egzoglukanazy, rowniez wystepowatly w wigkszej
liczbie w grzybni po indukcji kwasem szczawiowym. Wykazano takze transkrypty przypisane
do dehydrogenazy celobiozowej (CDH) oraz B-glukuronidazy, jednak nie wykazano r6zni¢

w ich ekspresji pod wptywem dodatku kwasu szczawiowego.
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Sposrdd transkryptow dla genéw zaangazowanych w metabolizm kwasu szczawiowego,
wykazano obecnos¢ jednego transkryptu adnotowanego jako dekarboksylaza kwasu
szczawiowego 1 dziewigciu transkryptow dla dehydrogenazy kwasu mréwkowego.
Dechydrogenaza kwasu mroéwkowego zaliczana jest do enzyméw katabolizmu kwasu
szczawiowego, ktory katalizuje rozktad kwas mrowkowy do dwutlenku wegla z jednoczesna
redukcjg czasteczki NAD®. Trzy sposrod dziewieciu stwierdzonych transkryptow dla
dehydrogenazy kwasu mrowkowego, wykazywaly zwigkszony poziom ekspresji
w hodowlach A. biennis indukowanych kwasem szczawiowym. Nalezy podkresli¢, ze stopien
indukcji jednego z transkryptow genu dla dehydrogenazy kwasu mrowkowego byt najwyzszy
sposrod  wszystkich stwierdzonych transkryptow w przeprowadzonym doswiadczeniu.
Sposrod enzymoéw bezposrednio zaangazowanych w rozktad kwasu szczawiowego
w analizowanym transkryptomie wykazano ekspresj¢ tylko jednego genu. W hodowlach
indukowanych kwasem szczawiowym ekspresja genu dla dekarboksylazy kwasu
szczawiowego ulegata znaczacemu zwickszeniu. Ta obserwacja wymaga dalszego
wyjasnienia ze wzgledu na brak stwierdzanej aktywno$ci dekarboksylazy kwasu
szczawiowego w hodowlach A. biennis. Najlepiej opisane grzybowe oksydazy kwasu
szczawiowego, izolowane z grzybni Ceriporiopsis subvermispora, kodowane sg przez dwa
geny. Poza tym oksydaza izolowana z C. subvermispora wykazuje poboczng aktywno$é
dekarboksylazy kwasu szczawiowego (Escutia i wsp., 2005). Struktura tego enzymu bardziej
przypomina grzybowe dekarboksylazy kwasu szczawiowego niz poznane do tej pory
oksydazy kwasu szczawiowego izolowane z roslin. Oksydaza kwasu szczawiowego
z C. subvermispora podobnie jak poznane do tej pory grzybowe dekarboksylazy kwasu
szczawiowego, zaliczona zostala do bialek z rodziny bikupin, odmiennie niz roslinne
oksydazy kwasu szczawiowego zaliczane do monokupin.

Z dostgpnych danych w literaturze wynika, Ze biosynteza kwasu szczawiowego
zwigzana jest z cyklem kwasow trojkarboksylowych oraz cyklem glioksalowym z istotng rolg
liazy izocytrynianowej (EC 4.1.3.1). Enzymami bezposrednio zaangazowanymi
w przeksztalcenie szczawiooctanu lub glioksalanu w kwas szczawiowy, sa odpowiednio
grzybowa hydrolaza szczawiooctanowa (EC 3.7.1.1) oraz dehydrogenaza glioksalowa
(EC 1.2.1.17) (Munir i wsp., 2001; Ohno i wsp., 2015). W trakcie analizy transkryptomu
A. biennis wykazano obecno$¢ transkryptow dla wszystkich gendéw zaangazowanych
we wspomniane szlaki. Nie wykazano jednak roznic w ekspresji tych genéow pod wptywem

kwasu szczawiowego. Nie znaleziono transkryptow gendéw dla hydrolazy szczawiooctanowe;j
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oraz oksydazy glioksalanowej czyli dwoch enzyméw bezposrednio odpowiedzialnych za
syntez¢ kwasu szczawiowego. Nalezy podkres§li¢, ze przeprowadzone doswiadczenia
stanowig pierwszg analize catego transkryptomu grzyba Abortiporus biennis. Na uwage
zastuguje takze fakt, ze jedynie okoto 50% sposrod badanych transkryptow dla genow
A. biennis znalazto adnotacje w bazach genetycznych. Znalezienie funkcji dla pozostatych
nieopisanych transkryptéw stanowi wyzwanie na przysztos¢.

Najwazniejszym efektem przeprowadzonych na tym etapie doswiadczen opisanych w pracy
[O6] byta pierwsza opublikowana analiza calego transkryptomu A. biennis oraz wykazanie
wplywu kwasu szczawiowego na ekspresje genow zaangaiowanych w proces rozkladu

kompleksu ligninocelulozy.
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PODSUMOWANIE WYNIKOW BADAN STANOWIACYCH TRESC OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
PRZEDSTAWIONEGO W  POSTEPOWANIU  HABILITACYINYM  ORAZ  OMOWIENIE
EWENTUALNEGO ICH WYKORZYSTANIA:

Najwazniejsze osiaggniecia badawcze zrealizowanego przeze mnie cyklu doswiadczen

stanowigcych tre$¢ osiggni¢cia naukowego stanowi:

1. Przeanalizowanie 28 szczepow grzybow zaliczanych do biatej zgnilizny drewna,
w kierunku wytwarzania kwaséw organicznych w obecno$ci nierozpuszczalnych
tlenkow metali w podtozach. Wykazanie udziatu kwasu szczawiowego w procesie

rozpuszczania tlenkow metali obecnych w podtozach wzrostu tych grzybow.

2. Wykazanie zdolnosci grzyba Abortiporus biennis do wzrostu w obecnosci tlenkow
metali: Cu20, ZnO Al>O3, CuFe204Zn, CdO, MnOz i PbO. Stwierdzono, ze najwyzsza
toksyczno$s¢ wykazywaty jony kadmu oraz w drugiej kolejnosci jony olowiu
1 nastgpnie cynku. W mniejszym stopniu wzrost grzybni hamowaty tlenki Cu20
i MnOa. Obecnos¢ w poditozu tlenkow Al.Oz i CuFe20sZn nie hamowata wzrostu

A. biennis.

3. Stwierdzenie podwyzszonego st¢zenia kwasu szczawiowego w  podlozach
wzbogaconych tlenkami metali z wyjatkiem podloza wzbogaconego Al.O3z, PbO
i CdO.

4. Wykazanie negatywnego wptywu metali cigzkich, obecnych w podlozu w postaci
tlenkow (Cu20, ZnO Aly03, CuFe204Zn, CdO, MnOy), na morfologi¢ grzybni
A. biennis. Grzybnia pod wpltywem metali cigzkich wykazywata zwigkszajace si¢
rozgalezienie strzepek oraz nieregularne wystgpowanie sept wewnatrz strzepek

1 wyraznie zwigkszong liczbe spor.

5. Ocena stopnia preferencji w bioakumulacji metali cigzkich we wngtrzu grzybni
A. biennis. Wykazano zmieniajacy si¢ wraz ze zmiang st¢zenia metalu w podlozu

stopien bioakumulacji metali.

6. Przedstawienie zmian ultrastruktury komoérek grzybni Abortiporus biennis
wywotanych obecnosci jondw kadmu i1 otowiu w §rodowisku wzrostu grzybni oraz

wykazanie lokalizacji tych jonéw na poziomie komorkowym.
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7. Wykrycie i opisanie po raz pierwszy w literaturze naukowej aktywnosci oksydazy
kwasu szczawiowego (EC 1.2.3.4) u Abortiporus biennis i przedstawienie

podstawowej charakterystyki enzymu.

8. Przedstawienie pierwszej analizy transkryptomu Abortiporus biennis oraz wplywu
kwasu szczawiowego na metabolizm tego grzyba. Wykazanie zmian na poziomie
transkrypcji dotyczacych syntezy enzymow zaangazowanych w rozkltad kompleksu

ligninocelulozy zachodzacych pod wptywem dodatku kwasu szczawiowego.

Wyniki  zaprezentowane w treSci  osiggnigcia naukowego przedstawionego
w postgpowaniu habilitacyjnym moga znalez¢ zastosowanie w opracowywaniu sposobow
bioremediacji metali cigzkich przez grzyby. Nowy enzym - oksydaza kwasu szczawiowego
wykazany w Abortiporus biennis, moze by¢ wykorzystany w projektowaniu testow
diagnostycznych stuzacych do wykrywania szczawianow w moczu. Wykazany na poziomie
transkrypcji wptyw kwasu szczawiowego na metabolizm A. biennis moze potencjalnie pomdc
w lepszym zrozumieniu regulacji procesu rozktadu ligninocelulozy i co za tym idzie

opracowywaniu metod stymulacji lub hamowania tego procesu.

Wyniki powyzszych badan zostaly opublikowane w 6 oryginalnych pracach
naukowych. We wszystkich bylem gldéwnym wykonawcg eksperymentow, wniostem tez
znaczacy wklad w koncepcje badan, analiz¢ 1 opracowanie graficzne wynikow oraz
przygotowanie  manuskryptow.  We  wszystkich  pracach  bylem  autorem

korespondencyjnym.

4, OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO—-BADAWCZYCH
A). STUDIA | PRACA MAGISTERSKA

Jestem absolwentem Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemii UMCS (obecnie Wydziat
Biologii 1 Biotechnologii UMCS). Studia ukonczytem z wynikiem bardzo dobrym. Tytut
magistra biotechnologii uzyskatem w 2001 roku na podstawie obronionej pracy magisterskiej
pt. ,,Optymalizacja warunkow wytwarzania inwertazy i inulinazy przez Aspergillus niger
13/36 w warunkach hodowli wglebnej”, wykonanej w Zaktadzie Mikrobiologii Przemystowej
na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UMCS w Lublinie pod kierunkiem prof. dr hab. Jana

Fiedurka. W pracy magisterskiej zoptymalizowatem warunki dla wytwarzania inulinazy
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I inwertazy przez Aspergillus niger. Oprocz optymalnego sktadu podloza, wykazano w
procesie biosyntezy inulinazy mozliwo$¢ zastosowania niekonwencjonalnego napowietrzania
podioza poprzez rozktad nadtlenku wodoru przez rosngca grzybni¢. Wykazano réwniez
korzystny wptyw dodatku martwej biomasy grzybni do podtoza na stwierdzane aktywnos$ci

inwertazy i inulinazy.

B). PRACA NAUKOWO-BADAWCZA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Po ukonczeniu studiéw magisterskich od pazdziernika 2001 roku rozpoczatem 4-letnie
Studia Doktoranckie z zakresu biologii prowadzone na Wydziale Biologii i Nauk
0 Ziemi. Badania w ramach Studiéw Doktoranckich prowadzilem w Zaktadzie Biochemii
UMCS pod kierunkiem Prof. dr hab. Elzbiety Dernatowicz-Malarczyk. Badania dotyczyty
okreslenia jakosciowej i ilosciowej dynamiki wydzielania kwaséw karboksylowych do podtoz
hodowlanych wybranych grzybow degradujacych drewno. W celu realizacji zaplanowanych
badan opracowatem warunki rozdzialu kwasow organicznych z uzyciem technik
wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej. Badania miaty okresli¢c zwigzek pomiedzy iloscig
dostgpnego w podlozu wzrostowym azotu i glukozy, a wydzielaniem do podtoza
wzrostowego kwasu szczawiowego badz innych kwasow karboksylowych oraz aktywnoscia
enzymow lignolitycznych, takich jak peroksydaza manganozalezna (MnP) i lakaza. Sposrod
wytypowanych do badan 8 szczepoéw grzybowych kwas szczawiowy jako jedyny wydzielany
do podtoza kwas organiczny wykryto w podiozach pigciu z nich: Trametes versicolor,
Bjerkandera fumosa, Fomitopsis pinicola, Fomes fomentarius, Innonotus obliquus.
Zaobserwowano brak Iub wyrazne zahamowanie wydzielania kwasu szczawiowego
w warunkach limitowania dostgpnosci azotu. Z wyjatkiem Innonotus obliquus wyzsze
stezenia kwasu szczawiowego wykazano w podtozach z nizszg zawartoscig glukozy w
podtozu. Aktywnos¢ lakazy wykazano w podtozach F. fomentarius, T. versicolor, F. pinicola,
natomiast aktywno$¢ MnP pojawiala si¢ we wszystkich badanych szczepach ale réznita sig
u poszczegolnych szczepoOw w zaleznos$ci od sktadu podioza.

Dane literaturowe wskazuja, ze zar6wno jony manganu jak i zelaza mogg pelnié
wazng role w procesach zaangazowanych w degradacje kompleksu ligninocelulozy
i to zarbwno we wczesnych etapach procesu jak i w procesie enzymatycznym. W ramach
prowadzonych w trakcie studidéw doktoranckich badan, interesowal mnie réwniez wplyw
jonéw manganu na aktywnos$¢ ligninolityczna grzybow oraz zwigzane z tym wydzielanie

kwasu szczawiowego do podtoza. Ten etap badan prowadzilem na dwodch grzybach:
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Bjerkandera fumosa oraz Stropharia rugoso-annulata, u ktoérych zaobserwowano wzrost
aktywnosci MnP w podlozach z dodatkiem jonéw manganu. W hodowlach B. fumosa
zaobserwowano mniejszg kumulacje kwasu szczawiowego w podtozach z dodatkiem
manganu i1 zauwazono zwigzek pomiedzy wyzszg aktywnos$cig MnP, a nizszym stezeniem
kwasu szczawiowego w badanych podtozach. W hodowlach S. rugoso-annulata nie wykryto
kwasu szczawiowego, ani w podtozach z dodatkiem manganu ani w podtozach kontrolnych.
Nastepny etap badan zwigzany byt z oceng zdolnosci do chelatowania jonéw zelaza
przez B. fumosa oraz udzialu w tym procesie kwasu szczawiowego. Prowadzone
doswiadczenia wykazaly wysoka efektywnos¢ grzyba B. fumosa w syntezie zwigzkoéw
chelatujacych jony zelaza. Doktadniejsze analizy ujawnily, ze B. fumosa wydziela siderofory
0 charakterze hydroksamowym. Zawarto$¢ kwasu szczawiowego byta znacznie wyzsza
w hodowlach B. fumosa, w ktorych stwierdzano zdolnos¢ do chelatowania jondéw zelaza.
Badania wykonane w ramach mojej pracy doktorskiej zostaly czesciowo
sfinansowane ze srodkow Unii Europejskiej 7 Europejskiego Funduszu Spolecznego,
w ramach Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju Regionalnego (Program
Stypendium  Unijnego dla Studentow Studium Doktoranckiego UMCS). Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen staty si¢ treScig przygotowanej rozprawy doktorskiej
zatytutowanej: ,, Zwigzki pomiedzy syntezq kwasu szczawiowego a aktywnosciq enzymatyczng
grzybow rozktadajgcych drewno”, ktora obronitem 16 listopada 2005 roku uzyskujac stopien
doktora nauk biologicznych. Promotorem pracy doktorskiej byta
Prof. dr hab. Elzbieta Dernatowicz-Malarczyk, a recenzentami Prof. dr hab. Jerzy Diugonski
z Katedry Mikrobiologii Przemystowej 1 Biotechnologii, Wydzialu Biologii 1 Ochrony
Srodowiska, Uniwersytetu E6dzkiego oraz Dr hab. Marian Tomasiak z Zaktadu Chemii

Fizycznej, Wydziatu Farmacji Akademii Medycznej w Biatymstoku.

Woyniki do§wiadczen prowadzonych przeze mnie przed obrong doktoratu staty si¢ czeScig

nastepujacych opracowan naukowych:

o - . Punkty
Nr Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW
[1] Malarczyk E., Pazdzioch-Czochra M., Kandefer-Szerszen M., Szuster-Ciesielska 0 3

A., Choma A., Jarosz-Wilkolazka A., Graz M., Leonowicz A. (2002) Low
molecular antioxidants in Basidiomycota cultures. Proc. XI Biennial Meeting of
International Society for Free Radical Research International, July 16-20, Paris,
France, Monduzzi Editore, 616 —621.
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[2] Graz M., Jarosz-Wilkotazka A., Malarczyk E., Cho N.S., Leonowicz A. (2003) 0 3
Studies on the production of organic acids by wood-rotting fungi in rich and
limited media. Proc. 4™ Intern. Symposium on New Horizon of Bioscience in
Forest Products Field., April 24-25, Cheongju, Korea, 263-270.

[3] Leonowicz A., Janusz G., Jarosz-Wilkotazka A., Gadagi R., Graz M., Zawadzki 0 3
P., Ginalska G., Cho N.S. (2003) Acetovanillone and acetosyringone intensify
degradation of a nonphenolic B —O-4 lignin model dimmer by Cerrena unicolor
laccase. Proc. 4™ Intern. Symposium on New Horizon of Bioscience in Forest
Products Field., April 24-25, Cheongju, Korea, 154-165.

[4] Jarosz-Wilkotazka A., Graz M. (2004) Organic acids production by 0 3
basidiomycetes in the presence of oxides. Proc. Intern. Conf. on Bioremediation
of Soil and Grounwater, September 5-8, Cracow, Poland, 193-205.

Czes¢ wynikow zawartych w pracy doktorskiej zostata opublikowana juz po uzyskaniu

stopnia doktora w pracy [D7].

— - . Punkty
Nr  Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW
[D7] Graz M., Jarosz-Wilkotazka A. (2011) Oxalic acid, versatile peroxidase secretion and 1,532 20

chelating ability of Bjerkandera fumosa in rich and limited culture conditions.
World J. Microbiol. Biotechnol. 27: 1885-1891.

Wyniki badan w ktérych uczestniczytam przed uzyskaniem stopnia doktora staty si¢ rowniez

trescig streszczen zaprezentowanych na konferencjach miedzynarodowych (7) oraz krajowych

).

C). PRZEBIEG MOJEJ PRACY NAUKOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA ORAZ

REALIZOWANE AKTUALNIE ZADANIA BADAWCZE

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje:

- 21 prac eksperymentalnych w tym 17 w czasopismach z listy JCR
- 1 rozdzial w monografii

- 23 doniesien zjazdowych, w tym 12 na konferencjach mi¢dzynarodowych

Wyniki wszystkich prac, poza publikacjami wchodzacymi w sktad osiggni¢cia naukowego,
w ktorych bratem udziat po obronie doktoratu, zostaly opublikowane w nastepujacych
artykutach naukowych:
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IE Punkty

Nr Publikacja, dane bibliograficzne [1F201e] MNiSW

e [MNiSW2016]

[D1] Jarosz-Wilkotazka A., Graz M., Braha B., Menge S., Schlosser D., Krauss 1,893 15
G. J. (2006) Species-specific Cd-stress response in the white rot [2,183] [30]
basidiomycetes Abortiporus biennis and Cerrena unicolor. BioMetals 19,

39-49.

[D2]  Jaszek M., Zuchowski J., Dajczak K., Cimek M., Graz M., Grzywnowicz 1,619 20
K. (2006) Lignolytic enzymes can act as a part of multiple response [2,962] [30]
system to oxidative stress in white rot Basidiomycetes Fomes fomentarius
and Tyromyces pubescens. Int. Biodeter. Biodegr. 58, 168-175.

[D3] Betlej 1., Graz M. (2006) The identification of organic acids in Trametes 0 3
versicolor culture, growing on a medium with CuHDO complex. [3]
Folia Forest. Polon. B, 37, 3-7.

[D4] Dec M, Wernicki A, Puchalski A, Urban-Chmiel R, Graz M. (2012) 1,945 20
Purification and electrophoretic characterization of bovine conglutinin. [1,613] [20]
Biomed. Chromatogr. 26, 684-690.

[D5] Cyranka M, Graz M, Kaczor J, Kandefer-Szerszen M, Walczak K, Kapka- 0,895 15
Skrzypczak L, Rzeski W. (2011) Investigation of antiproliferative effect of [1,272] [20]
ether and ethanol extracts of birch polypore medicinal mushroom,

Piptoporus betulinus (Bull.:Fr.) P. Karst. (higher basidiomycetes) in vitro
grown mycelium. Int. J. Med. Mushr. 13, 525-533.

[D6] Malarczyk E, Pazdzioch-Czochra M, Graz M, Kochmanska-Rdest J, 0 8
Jarosz-Wilkotazka A. (2011) Nonlinear changes in the activity of the [7]
oxygen-dependent demethylase system in Rhodococcus erythropolis cells
in the presence of low and very low doses of formaldehyde
Nonlinear Biomed. Phys. 5:9.

[D7] Graz M., Jarosz-Wilkotazka A. (2011) Oxalic acid, versatile peroxidase 1,532 20
secretion and chelating ability of Bjerkandera fumosa in rich and limited [1,658] [20]
culture conditions. World J. Microbiol. Biotechnol. 27, 1885-1891.

[D8] Matuszewski L, Matuszewska A, Polkowska I, Jaszek M, Graz M, 0,365 20
Mazurkiewicz T, Gagata J. (2013) Determination of pamidronate in [0,462] [15]
bisphosphonate-enriched cement implanted in rats by ion-pair HPLC and
capillary electrophoresis. Bull Vet Inst Pulawy, 57, 257-262.

[Dg] Jaszek M., Kos K., Matuszewska A., Graz M., Stefaniuk D., Osinska- 1,735 20
Jaroszuk M., Prendecka M., Jozwik E., Grzywnowicz K. (2014) Effective [1,751] [25]
stimulation of the biotechnological potential of the medicinal white rot
fungus: Phellinus pini by menadione-mediated oxidative stress.

Appl. Biochem. Biotechnol. 174:644-656.

[D]_O] Pozdnyakova N.N., Jarosz-Wilkolazka A., Polak J.,, Graz M., 0,892 15
Turkovskaya O.V. (2015) Decolourisation of anthragquinone-and [0,836] [15]
anthracene-type dyes by versatile peroxidases from Bjerkandera fumosa
and Pleurotus ostreatus D1. Biocatal. Biotrans. 33, 69-80.

[D]_]_] Sojka-Ledakowicz J., Olczyk J., Polak J., Graz M., Jarosz-Wilkotazka A. 0,629 25
(2015) Dyeing of textile fabrics with bio-dyes. [0,626] [30]
Fibres Text. East. Eur. 23, 120-126.

[D12] Prendecka M., Jaszek M, Graz M, Gluszak N., Malysz K., Nowak A., 1,429 20
Zuchowski J, Malecka-Massalska T. (2016) Stimulation of the activity of a [1,413] [20]
novel tannase produced in white-rot fungi Phellinus pini, Fomes
fomentarius, and Tyromyces pubescens by medium supplementation.

Biotechnol. Appl. Biochem. 63, 652-658.

[D13] Polak J, Jarosz-Wilkotazka A., Szatapata K., Graz M., Osinska-Jaroszuk 3,813 30
M. (2016) Laccase-mediated synthesis of a phenoxazine compound with [3,813] [30]
antioxidative and dyeing properties — the optimisation process.

New Biotechnol. 33, 255-262.

[D14] Wlizlo K., Polak J., Graz M., Bryjak J., Jarosz-Wilkotazka A. (2015) 0 7

Zastosowanie unieruchomionej lakazy grzybowej w biotransformacji [7]

zwiazkdéw aromatycznych. Inz. Aparat. Chem. 54, 4, 211-212.

Strona 26z 31


http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=16833943000&amp;eid=2-s2.0-84878013505
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=23107048200&amp;eid=2-s2.0-84878013505
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=15073326900&amp;eid=2-s2.0-84878013505
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=6701819418&amp;eid=2-s2.0-84878013505

Marcin Graz Zalacznik 2

[D15] Szafapata K., Osifiska-Jaroszuk M., Graz M., Jarosz-Wilkotazka A. (2015) 0 7
Analiza wydajnosci i specyficznosci procesu immobilizacji syntetycznego [71
inhibitora proteaz serynowych z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej.

Inz. Aparat. Chem. 54, 3, 119-120.

[D16] Graz M., Jarosz-Wilkotazka A., Rachwal K. (2017) Enzymatyczna 0 25
synteza i rozktad kwasu szczawiowego. Enzymologia w obliczu wyzwan i [2,5]
mozliwosci XXI wieku. Wyd. Tygiel, Lublin. 7-26. (ISBN 978-83-

65598-47-9)
Suma punktow: 16,747 2475

Wyniki badan w ktorych uczestniczytam po uzyskaniu stopnia doktora staly si¢ rowniez
trescig streszczen zaprezentowanych na konferencjach mig¢dzynarodowych (12) oraz

krajowych (11).

Moje zainteresowania badawcze z okresu pracy naukowej po uzyskaniu doktoratu

mozna podzieli¢ na kilka obszaréw tematycznych:

1. Badania nad wlasciwosciami bioaktywnymi wybranych ekstraktow grzybowych.
Grupa grzybow bialej zgnilizny drewna bogata jest w gatunki o znanych i opisanych w
literaturze wlasciwosciach leczniczych 1 bioaktywnych. Jednym z takich gatunkow
jest Piptoporus betulinus. W ramach tego tematu realizowatem projekt badawczy,
finansowany z grantu Prorektora UMCS d/s Badan Naukowych i Wspotpracy
Miedzynarodowe] pt.: ,,Ocena aktywnosci biologicznej ekstraktow z Piptoporus
betulinus oraz zastosowanie podtoz pohodowlanych w procesach bioremediacji”,

ktorego bytem kierownikiem. Wyniki doswiadczen zostaty opisane w pracy [D5].

2. Badania dotyczace roli kwasu szczawiowego w procesach usuwania metali ze
srodowiska wzrostu grzybni. W ramach tego obszaru zainteresowan wytypowano
grzyb Abortiporus biennis, ktory stat si¢ obiektem doswiadczen, ktorych wyniki
weszty w sklad prac przedstawionych w osiggni¢ciu naukowym zgloszonym do
postepowania habilitacyjnego [O1] [O2] [O3]. Wyniki zawarte sg rowniez W pracy
[D1], ktora powstawata we wspolpracy miedzynarodowej z Prof. Dietmar Schlosser,
Department of Groundwater Microbiology, UFZ Centre for Environmental

Research, Halle (Niemcy).

3. Wplyw kwasu szczawiowego na metabolizm Abortiporus biennis oraz charakterystyka
i okreslenie roli oksydazy kwasu szczawiowego w Abortiporus biennis w czasie

wzrostu w obecnosci metali ciezkich. Prace w tym temacie badawczym realizowane sg
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w ramach grantu finansowanego przez NCN ,, Charakterystyka i znaczenie nowej
oksydazy kwasu szczawiowego (OXOAb) w odpowiedzi Abortiporus biennis na
obecnos¢ metali ciezkich w srodowisku wzrostu” (2014/13/B/INZ9/02106), w ktorym
jestem gldwnym wykonawcg. Opublikowane wyniki doswiadczen wykonanych w
ramach tego projektu weszly jako cze$§¢ prac przedstawionych w osiggnigciu

naukowym zgloszonym do postepowania habilitacyjnego. [O4] [O5] [O6]

4. Wykazanie aktywno$ci oksydazy kwasu szczawiowego u Abortiporus biennis oraz
fakt, ze w literaturze znane sg dwa gatunki grzybow posiadajace zdolno$¢ do
utleniania kwasu szczawiowego - Ceriporiopsis subvermispora i Tilletia contraversa,
sktonity mnie do podjgcia proby sprawdzenia, czy oksydaza kwasu szczawiowego jest
enzymem szerzej rozpowszechnionym wsrod grzybow rozktadajacych drewno.
W ramach tego obszaru badawczego realizowany jest obecnie grant finansowany
przez NCN ,,Nowa droga rozktadu kwasu szczawiowego przez grzyby bialej i
brunatnej zgnilizny drewna” (2017/01/X/NZ9/00449), ktorego jestem kierownikiem.

Poza wymienionymi obszarami moich zainteresowan badawczych bratem udziat w czgsci
doswiadczalnej prac dotyczacych:

- stymulacji proceséw biodegradacyjnych u grzybow z wykorzystaniem indukowanego
stresu oksydacyjnego. Wykazano stymulacje takich enzyméw jak lakaza i peroksydaza
manganozalezna w hodowlach Fomes fomentarius, Tyromyces pubescens i Phellinus pini pod
wplywem dodatku menadionu i1 powigzane z tym zmiany w st¢zeniu kwasu szczawiowego

oraz dysmutazy ponadtlenkowej i formaldehydu. Wyniki opublikowano w pracach [D2] [D9],

- stymulacji wydzielania kwaséw organicznych do podtoza Trametes versicolor pod
wpltywem obecnych w $rodowisku zwigzkéw bedacych srodkami ochrony drewna przed
szkodliwym dziataniem grzybow zawierajacych w sktadzie miedz. Wyniki opublikowano w

pracy [D3],

- indukcji tannazy — enzymu hydrolizujacego wigzania estrowe W kompleksie tanin. Kwas
galusowy powstajacy w wyniku hydrolizy kwasu taninowego, moze znalez¢ zastosowanie w
przemysle spozywczym, kosmetycznym czy biomedycznym. Badania prowadzono
wykorzystujac grzyby Phellinus pini, Fomes fomentarius oraz Tyromyces pubescens. Wyniki

opublikowano w pracy [D12],

- monitorowania procesu uwalniania pamidronianu z biomaterialdéw stosowanych jako

cement kostny. Zaobserwowano uwalnianie pamidronianu z badanego biomateriatu, co jest
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korzystne ze wzgledu na jego udziat w procesach zmniejszajacych procesy resorpcji kosci.

Wyniki opublikowano w pracy [D8],

- okresleniu we wspotpracy z dr Martg Dec z Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
masy czasteczkowej wotowej konglutyniny, surowiczego biatka, ktére bierze udziat w

mechanizmach obrony przed drobnoustrojami. Wyniki opublikowano w pracy [D4],

- badan nad wplywem matych stezen formaldehydu na aktywnos$¢ 4-O-demetylazy
bakterii Rhodococcus erythropolis. Wyniki opublikowano w pracy [D6],

- unieruchamiania inhibitorow proteaz serynowych na matrycy ze szkta o kontrolowanej

porowatosci. Wyniki opublikowano w pracy [D15].

Bralem udzial réwniez w badaniach realizowanych w zespole badawczym dr hab. Anny
Jarosz-Wilkotazkiej prof. UMCS, dotyczacych syntezy barwnikéw (biotransformacja) z
uzyciem lakazy (publikacje [D11], [D13], [D14]) oraz dekoloryzacji barwnikoéw z uzyciem
peroksydazy hybrydowej (publikacja [D10]). Prace zwigzane z wykorzystaniem peroksydazy
odbywaly si¢ we wspolpracy migdzynarodowej z Prof. Natalia Pozdnyakowa z Instytutu
Biochemii i Fizjologii Roslin i Mikroorganizmow Rosyjskiej Akademii Nauk w Saratowie
(Rosja).

W pracy [D16], przedstawiono zebrane informacje dotyczace enzymow, ktore sa

zaangazowane w biosyntez¢ oraz rozklad kwasu szczawiowego.

Obecnie oprocz realizacji projektu MINIATURA |, Nowa droga rozkladu kwasu
szczawiowego przez grzyby biatej i brunatnej zgnilizny drewna”, ktorego jestem
kierownikiem oraz projektu ,, Charakterystyka i znaczenie nowej oksydazy kwasu
szczawiowego (OXOADb) w odpowiedzi Abortiporus biennis na obecros¢ metali ciezkich w
srodowisku wzrostu”, ktorego jestem gtownym wykonawca, bior¢ udzial w realizacji
kolejnych trzech projektow finansowanych ze srodkéw NCN, dotyczacych:

- wykorzystania dehydrogenazy celobiozowej z C. unicolor — projekt kierowany przez
dr Justyne Sulej pt.: ,,Ocena potencjatu antyoksydacyjnego i przeciwdrobnoustrojowego

grzybowej  dehydrogenazy celobiozowej jako skitadnika opakowan aktywnych” (nr
2015/17/D/NZ9/02066),
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- wplywu $wiatta na metabolizm grzybowy - projekt kierowany przez dr Grzegorza Janusza
pt.. ,, Wplyw swiatta na metabolizm C. unicolor ” (nr 2014/15/B/NZ9/01990)

- biotechnologicznego zastosowania lakazy — projekt kiecrowany przez dr Jolant¢ Polak pt.:
., Enzymatyczna synteza zwigzkéw o aktywnosci antymikrobiologicznej i antyoksydacyjnej w
dwusktadnikowych uktadach transformacyjnych’ (nr umowy: 2016/21/D/NZ9/02460)

Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF) moich prac, opublikowanych po uzyskaniu stopnia
doktora nauk biologicznych (bez uwzglednienia prac zlozonych do oceny w postepowaniu
habilitacyjnym) zgodnie z rokiem opublikowania wyniost 16,747. IF obowigzujacy w roku
2016 wynosi 18,589. Suma punktow MNiSW uzyskanych przeze mnie za prace
opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora (bez uwzglednienia prac ztozonych do oceny w
postgpowaniu habilitacyjnym) zgodnie z rokiem opublikowania wynio6st 247,5 pkt. Natomiast
dla zgodnie z obecnie aktualnym ujednoliconym wykazem czasopism punktowanych wynosi
281,5 pkt.

5. PLANY NAUKOWE

Moje najblizsze plany na przyszto$¢ obejmujg kontynuacje badan realizowanych
dotyczacych obecnosci oksydazy kwasu szczawiowego w grzybach rozktadajacych drewno
i jej potencjalnej roli w rozktadzie ligninocelulozy. Badania te beda rozszerzeniem dziatan
zwigzanych obecnie z realizacja projektu pt.: ,, Nowa droga rozktadu kwasu szczawiowego
przez grzyby biatej i brunatnej zgnilizny drewna”.

Kolejne zagadnienie, ktore wymaga wyjasnienia, zwigzane jest z procesem syntezy
kwasu szczawiowego u grzybow. Ciekawg koncepcje wyjasniajaca akumulacj¢ szczawianu
przez grzyby brunatnej zgnilizny drewna, na przyktadzie metabolizmu F. palustris,
przedstawil Munir i wsp. (2001). Wedtug badaczy szczawian powstaje jako produkt procesu
niecatkowitego utleniania glukozy obecnej w podtozu wzrostowym grzyba. Koncepcja ta, nie
zostalta jednak potwierdzona dla grzybow biatej zgnilizny drewna i wymaga badan u tej grupy
grzybow.

W obszarze moich zainteresowan sa rowniez proby potencjalnego wykorzystania
grzybowej oksydazy kwasu szczawiowego jako narze¢dzia biotechnologicznego np. w testach

diagnostycznych stuzacych oznaczaniu szczawianow.
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PODSUMOWANIE AKTYWNOSCI NAUKOWEJ

IE PUNKTY
DANE BIBLIOMETRYCZNE [IF ] MNiSW
20151 | [IMNiSW.016]
12,052 | 115

Publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego = 6 publikacji

[12,265] | [140]

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR) (z wylaczeniem prac wchodzacych w sktad
osiagnigcia naukowego):

A) przed uzyskaniem stopnia doktora: brak
B) po uzyskaniu stopnia doktora = 11 publikacji

16,684 | 247,5
[18,589] | [281,5]

Publikacje naukowe w czasopismach mi¢dzynarodowych lub krajowych
innych niz znajdujace si¢ w bazach lub na liscie JCR:

A) przed uzyskaniem stopnia doktora = 4 publikacje

B) po uzyskaniu stopnia doktora = 5 publikacji

12

24,5
[24,5]

Liczba streszczen naukowych prezentowanych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych:

A) przed uzyskaniem stopnia doktora = 9

B) po uzyskaniu stopnia doktora = 23

LACZNA LICZBA PUBLIKACJI* RAZEM - 26

Laczny IF
[1F2016]

Laczny MNiSW
[M N iSWz()le]

Wykaz wszystkich prac obejmujgcych moj dorobek naukowy przedstawiono
w Zatgczniku 3

28,736
[30,854]

399
[446]

OCENA BIBLIOMETRYCZNA (Z DNIA 7 GRUDNIA 2017)

Calkowita liczba cytowan (wg Web of Science): 117
Calkowita liczba cytowan bez autocytowan (wg Web of Science): 95
Calkowita liczba cytowan (wg Scopus): 135
Calkowita liczba cytowan bez autocytowan (wg Scopus): 111
Indeks Hirscha (wg Web of Science): 7
Indeks Hirscha (wg Scopus): 8
Indeks Hirscha bez autocytowan (wg Scopus): 7
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