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I. IMIE I NAZWISKO:
Anna Matuszewska
I1. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE:

1996 r. — tytul magistra biologii uzyskany na podstawie pracy magisterskiej pt. ,,Badanie
aktywnosci wybranych oksydoreduktaz w Srodkowej idiofazie w kulturach Trametes
versicolor” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Leonowicza (ocena bardzo
dobra), Zaktad Biochemii, Uniwersytet Marii Curie—Sktodowskiej w Lublinie

2005 r. — stopien doktora nauk biologicznych uzyskany na podstawie rozprawy pt. ,,Wplyw
mediatorow na degradacj¢ modelowych preparatow ligninowych przez Trametes
versicolor”, ukonczonej pod kierunkiem prof. dr hab. Jerzego Rogalskiego, Zaktad
Biochemii, Uniwersytet Marii Curie—Sktodowskiej w Lublinie

1. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH:

01.10.1996 — 30.09.2006 — asystent w Zakladzie Biochemii, Uniwersytet Marii Curie —
Sktodowskiej w Lublinie

01.10.2006 — do chwili obecnej — adiunkt w Zaktadzie Biochemii, Uniwersytet Marii Curie —
Sktodowskiej w Lublinie
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IV. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

(wynikajace 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 p6zniejszymi
zmianami jak w dz. U. 2005 nr 164, poz. 1365, art. 251; Dz. U. 2011, nr 84, poz. 455])

A) TYTUL
Osiagni¢cie naukowe zgloszone do postgpowania habilitacyjnego stanowi cykl 6 publikacji
z lat 2013-2018 oraz 2 patentéw. Tytut zgloszonego osiagniecia to: ,,Grzyby bialej zgnilizny

drewna jako narzedzie biomedyczne”.

B) PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD ZGLASZANEGO OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO:

1. Anna Matuszewska, Marta Karp, Magdalena Jaszek, Grzegorz Janusz, Monika
Osinska—Jaroszuk, Justyna Sulej, Dawid Stefaniuk, Waldemar Tomczak, Krzysztof
Giannopoulos: Laccase purified from Cerrena unicolor exerts antitumor activity
against leukemic cells. Oncology Letters, (2016), DOI: 10.3892/01.2016.4220, (autor
korespondencyjny), IF = 1,39, punkty MNiSW = 15.

2. Anna Matuszewska, Magdalena Jaszek, Dawid Stefaniuk, Tomasz Ciszewski, Lukasz
Matuszewski: Anticancer, antioxidant, and antibacterial activities of low molecular
weight bioactive subfractions isolated from cultures of wood degrading fungus
Cerrena  unicolor. PLOS ONE, (2018), 13(6): e0197044, doi:
10.1371/journal.pone.0197044, (autor korespondencyjny), IF = 2,806, punkty
MNiSW = 40.

3. Malgorzata Statkiewicz, Anna Matuszewska, Magdalena Jaszek, Grzegorz Janusz,
Monika Osinska, Justyna Sulej, Dawid Stefaniuk, Michat Mikula, Jerzy Ostrowski:
Anti-melanomic effect of high and low molecular weight bioactive sub-fractions
isolated from white rot fungus: Cerrena unicolor. International Journal of Medicinal
Mushrooms, 19(7) (2017), 619-628 (autor korespondencyjny), IF = 1,211, punkty
MNiSW = 20.

Strona 4 z 37



Anna Matuszewska Zalgcznik 2

4. Magdalena Mizerska—Dudka, Magdalena Jaszek, Adriana Btachowicz, Tomacz

5.

C)

Rejczak, Anna Matuszewska, Monika Osinska—Jaroszuk, Dawid Stefaniuk, Grzegorz
Janusz, Justyna Sulej, Martyna Kandefer—Szerszen: Fungus Cerrena unicolor as an
effective source of new antiviral, immunomodulatory, and anticancer compounds.
International Journal of Biological Macromolecules, 79 (2015), 459-468, IF = 3,138,
punkty MNISW = 25.

Magdalena Jaszek, Monika Osinska—Jaroszuk, Grzegorz Janusz, Anna Matuszewska,
Dawid Stefaniuk, Justyna Sulej, Jolanta Polak, Marta Ruminowicz, Krzysztof
Grzywnowicz, Anna Jarosz—Wilkolazka: New bioactive fungal molecules with high
antioxidant and antimicrobial capacity isolated from Cerrena unicolor idiophasic
cultures. BioMed Research International, ID 497492 (2013), 1-11. (Journal of
Biomedicine and Biotechnology), IF = 2,706, punkty MNiSW = 30.

Magdalena Jaszek, Monika Osinska—Jaroszuk, Justyna Sulej, Anna Matuszewska,
Dawid Stefaniuk, Kamil Maciag, Jolanta Polak, fukasz Matuszewski, Krzysztof
Grzywnowicz: Stimulation of the antioxidative and antimicrobial potential of the
blood red bracket mushroom Pycnoporus sanguineus (higher Basidiomycetes).
International Journal of Medicinal Mushrooms, 17(8) (2015), 701-712, IF = 1,357,
punkty MNiSW = 15.

PATENTY WCHODZACE W SKLAD ZGLASZANEGO OSIAGNIECIA

NAUKOWEGO:

1.

Patent Nr 225934. Enzym lakaza wyizolowany z grzyba Cerrena unicolor do
zastosowania w leczeniu choréb nowotworowych krwi. Magdalena Jaszek, Anna
Matuszewska, Monika Osinska—Jaroszuk, Grzegorz Janusz, Justyna Sulej, Dawid
Stefaniuk, Krzysztof Giannopoulos, Marta Karp. (2013) punkty MNiSW = 30.

Patent Nr 225869. Enzym lakaza wyizolowany z grzyba Cerrena unicolor do
zastosowania w leczeniu raka szyjki macicy: Anna Matuszewska, Magdalena Jaszek,
Grzegorz Janusz, Monika Osinska—Jaroszuk, Justyna Sulej, Dawid Stefaniuk, Jerzy
Rogalski, Magdalena Mizerska—Dudka, Martyna Kandefer—Szerszen. (2013) punkty
MNiSW = 30.
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Sumaryczny Impact Factor — (IF) ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania: 12,608

Suma punktéw za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW: 205

D) OM{)WIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH
WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA
CEL NAUKOWY WYBRANYCH PRAC:

Celem badan przedstawionych w osiggnigciu naukowym byto poszukiwanie nowych
bioaktywnych preparatow otrzymywanych z grzybow biatej zgnilizny drewna,
charakterystyka biochemiczna oraz wykazanie ich potencjatu biomedycznego. Zrealizowany
plan dos$wiadczalny miat doprowadzi¢ do realizacji dwoch gtownych zatozen:

1. Odkrycie, izolacja i charakterystyka nowych grzybowych frakcji bioaktywnych
o0 potencjalnym aplikacyjnym zastosowaniu biomedycznym. Element nowosci
dotyczyt w opisywanych przyktadach zard6wno organizmu wybranego do badan, jak
I rodzaju otrzymywanych i badanych preparatow bioaktywnych.

2. Przedstawienie mozliwo$ci zastosowania otrzymanych zwigzkéw produkowanych
przez wybrane gatunki grzybow bialej zgnilizny drewna, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich wlasciwos$ci bioaktywnych. Element nowosci obejmowat w tym
przypadku zaréwno rodzaj preparatu, jak i wskazanie mozliwosci jego zastosowania

biomedycznego.

WPROWADZENIE:

Grzyby i ich zastosowanie w medycynie ma dtuga histori¢ siggajaca ponad 2000 lat.
Pierwsze gatunki znane z literatury opisywane jako lecznicze to Laricifomes officinalis
w Europie i Ganoderma lingzhi w Chinach. [Capasso i wsp., 1998, S¢kara i wsp., 2015].
W tradycyjnej medycynie chinskiej i ogdélnie rozumianej medycynie ludowej grzyby, np.
Wolfiporia cocos (,fu ling”) byly czesto wykorzystywane jako zrodto substancji
zapobiegajacych chorobom, takim jak réznego rodzaju stany zapalne, choroby skory czy
choroby nowotworowe lub po prostu jako zwigkszajace odporno$¢. Rosngce w Europie
zainteresowanie grzybami jako zrodtem biologicznie aktywnych zwigzkéw wynika przede
wszystkim z ich unikatowych wlasciwosci leczniczych oraz konieczno$ci poszukiwania
nowych strategii terapeutycznych [Rathee 1 wsp. 2012]. Zwigzki bioaktywne
charakterystyczne dla grzybow to przede wszystkim polisacharydy (np. B-glukany) i biatka
oraz metabolity wtorne, takie jak zwigzki fenolowe, terpeny czy sterole. Stezenie

I skutecznos¢ zwigzkow bioaktywnych sg zréznicowane i zaleza od rodzaju grzyba, podtoza,
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warunkéOw  owocowania, stadium rozwoju, wieku S$wiezego grzyba, warunkow
przechowywania, czy zastosowanej procedury przygotowania preparatu [Guillamoén i wsp.
2010]. Pomimo wzrastajacego zainteresowania srodowisk naukowych grzybami leczniczymi
tylko okoto 20 gatunkow jest obecnie w powszechnym uzyciu Klinicznym [Worthington
i Rashid, 2009]. W tej grupie znajdujg si¢ zarowno gatunki jadalne miedzy innymi: Grifola
frondosa, Lentinus edodes, Flammulina velutipes, Pleurotus ostreatus, Tremella mesenterica
I Hericium erinaceus jak i niektére niejadalne uzywane wylacznie do celéw leczniczych,
w tym Ganoderma lucidum, Schizophyllum commune lub Trametes versicolor. Wiele
wynikow badan wykazuje, ze wlasciwosci lecznicze wynikaja z ich dzialania
przeciwzapalnego, przeciwutleniajagcego, immunomodulujacego,  przeciwwirusowego,
przeciwbakteryjnego, przeciwgrzybiczego, hepatoprotekcyjnego, przeciwnowotworowego,

przeciwcukrzycowego i przeciwangiogennego [Elsayed i wsp. 2014, Xu i Beelman 2015].

Grzyby bialej zgnilizny drewna, begdace zrodlem substancji biologicznych
wykorzystywanych w prezentowanych badaniach, charakteryzuja si¢ duzg zawartoscig
unikatowych metabolitow o niezliczonych wlasciwosciach biochemicznych, oraz
posiadaniem najbardziej wydajnego wsrdd organizmow zywych systemu biodegradacji
kompleksu ligninocelulozowego. Mechanizmy zwigzane z rozkladem kompleksu
ligninocelulozowego oparte sg przede wszystkim na dziataniu enzyméw ligninolitycznych,
takich jak lakaza, peroksydaza manganozalezna, czy peroksydaza ligninowa, hydrolitycznych,
jak np. celulazy, hemicelulazy, proteazy czy antyoksydacyjnych, w tym katalazy i dysmutazy
ponadtlenkowe [Leonowicz i wsp., 1999; Sanchez, 2009], czyli metabolity wtdrne o wysokiej
masie czasteczkowej, do ktorych zaliczane s3a rowniez polisacharydy. W procesach
zwigzanych z degradacja ligninocelulozy niezmiernie istotng role odgrywaja réwniez
substancje niskoczgsteczkowe, takie jak kwasy organiczne, zwigzki fenolowe, nieorganiczne
jony metali czy reaktywne formy tlenu [Urzua i wsp., 1998; Hammel i wsp., 2002].
Wykazano, ze wyizolowane z grzybow metabolity wtorne o niskiej masie czasteczkowej
moga wplywac na takie procesy jak apoptoza, angiogeneza, przerzutowanie, regulacja cyklu
komorkowego i kaskady przekazywania sygnatow [Gonindard iwsp., 1997]. Do tej pory udato
si¢ zidentyfikowa¢ wsrdd nich inhibitory: czynnikéw transkrypcyjnych (NF-xB i AP-1),
polimeraz, metylotransferaz i topoizomeraz DNA, metaloproteinaz, kinazy tyrozynowej,
kinazy PCKp, cyklooksygenazy 2, aromatazy, a takze sulfatazy. Do grupy tej mozemy
zaliczy¢ roéwniez modulatory kinazy Cdc2, czynniki alkilujagce DNA, a takze substancje

0 dziataniu antyangiogennym [Gonindard iwsp., 1997].
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Duza réznorodno$¢ enzyméw oraz substancji niskoczasteczkowych, jak réwniez
mozliwos¢ efektywnej standaryzacji hodowli grzybowych w warunkach laboratoryjnych
spowodowaty rosngce zainteresowanie i szerokie wykorzystanie tej grupy organizmow
W procesach biotechnologicznych. Dobrym przykltadem tego typu =zastosowan jest
wykorzystanie enzyméw grzybowych takich jak lakaza, czy peroksydaza manganozalezna
W procesach biotransformacji zanieczyszczen, dekoloryzacji odpadow przemystu tekstylnego,
procesach wybielania pulpy drzewnej, przemys$le spozywczym czy w medycynie, przez co

zastuzyly one na miano nowoczesnych narzedzi biotechnologicznych [Arora i Sharma, 2009].

Biorgc pod uwagg, iz moja praca naukowa od poczatku zwigzana byla z badaniem
metabolizmu grzybow rozktadajacych kompleks ligninocelulozowy, oraz ze wzgledu na
bogactwo substancji wytwarzanych przez te grzyby, jak réwniez ich ogromny potencjat
biotechnologiczny postanowilam wykorzystaé te organizmy jako zrodlo preparatow
bioaktywnych do zastosowania w medycynie. Ten kierunek badan jest $cisle zwiazany
Z moimi zainteresowaniami medycznymi. W swoich badaniach bowiem zajmowatam si¢
problematyka medyczng dotyczaca wpltywu bisfosfoniandéw na metabolizm tkanki kostne;j.
Badania te prowadzilam przy wspoipracy z pracownikami naukowymi Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie. W trakcie tych badan opracowatam metode identyfikacji wybranych
bisfosfonianow za pomoca elektroforezy kapilarnej oraz HPLC. Badatam rowniez zmiany
poziomu markerow obrotu kostnego w surowicy zwierzat, ktdrym wszczepiano implanty
Z cementu kostnego wzbogaconego pamidronianem, oraz uczestniczylam w badaniach
dotyczacych wlasciwosci biomechanicznych tak zmodyfikowanego cementu kostnego.
Wszystkie wyniki uzyskane w trakcie tych badan okazatly si¢ na tyle obiecujace, iz obecnie po
uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej, cement kostny wzbogacony pamidronianem stosowny
jest u ludzi. Badania za$ dotyczace wptywu pamidronianu uwalnianego z cementu kostnego
na poziom markeréw obrotu kostnego u czlowieka s3g kontynuowane. Medyczne
ukierunkowanie moich badan oraz doswiadczenia zwigzane z hodowla grzybow
i otrzymywaniem enzyméw zaangazowanych w procesy degradacji drewna, takich jak np.
lakaza, sklonity mnie do sprawdzenia aktywnosci biologicznej tego enzymu zwigzanej
Z ewentualnym dzialaniem przeciwbakteryjnym, przeciwnowotworowym czy
antyoksydacyjnym. Oprocz tego jednym z moich gtownych zatozen byto znalezienie nowych
nieenzymatycznych frakcji o potencjale biomedycznym. W zwiazku z tym, iz podczas
otrzymywania zewnatrzkomorkowej lakazy z ptynu pohodowlanego, pozostajg bardzo duze

ilosci frakcji niskoczagsteczkowej, ktora jak dotagd nie byla przedmiotem zainteresowania
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szerokiego krggu badaczy, a wrecz traktowana byla jako zbe¢dny produkt otrzymywany
podczas preparatyki enzymatycznej, postanowitam zbada¢ wlasciwosci biochemiczne

I biologiczne tej wlasnie frakcji charakteryzujacej si¢ masa czasteczkowa ponizej 10 kDa.

Najbardziej obiecujace z punktu widzenia terapeutycznego wyniki otrzymalam dla
preparatow z dwoch gatunkow grzybow: Pycnoporus sanquineus i Cerrena unicolor
zaprezentowanych w  treSci  opisywanego osiggni¢gcia naukowego. Eksperymenty
przedstawione w osiggnigciu prowadzitam na trzech grupach preparatow otrzymanych
z wymienionych gatunkow grzybow: niskoczasteczkowych metabolitach wtornych (LMS—
low molecular weight subfraction) z C. unicolor i P. sanquineus, lakazie oraz frakcji
polisacharydow wewnatrzkomorkowych. W trakcie prowadzonych badan wskazatam

mozliwos$ci ich potencjalnych zastosowan biomedycznych.
OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO:

Substancje bioaktywne wytwarzane przez grzyby mozna podzieli¢ na dwie glowne
grupy: zwigzki o malej masie czasteczkowej, np. terpenoidy, zwigzki fenolowe czy kwasy
organiczne i zwiazki o wysokiej masie czasteczkowej, np. polisacharydy i enzymy [Cheung,
2013]. Obie grupy zwiazkow wykazuja aktywnosci biologiczne, takie jak dziatanie
przeciwutleniajgce, przeciwnowotworowe, immunostymulujace, przeciwmiazdzycowe,
neuroprotekcyjne, przeciwzapalne, przeciwalergiczne, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe
oraz hipoglikemiczne. Opierajac si¢ na tym podziale, do swoich badan, stanowigcych tres¢
prezentowanego osiagni¢cia naukowego, wybratam preparaty grzybowe nalezace do obu
wymienionych grup zwigzkow, ktére dotad nie byly badane pod katem ich wlasciwosci
bioaktywnych: niskoczasteczkowe metabolity wtorne (LMS — low molecular weight
subfraction) z C. unicolor i P. sanquineus, lakazg (glikoproteing) z C. unicolor (ex-LAC) oraz

frakcje polisacharydow wewnatrzkomorkowych z C. unicolor (c-EPL).

W moich badaniach wykorzystatam dwa gatunki grzyboéw rozktadajacych drewno
C. unicolor, gatunek bedacy zrodtem wysokoaktywnej lakazy i innych enzymow
uczestniczacych w procesach biodegradacji jak i znacznych ilo$ci niskoczgsteczkowych
metabolitow wtornych, oraz P. sanquineus, bedacy zrodlem substancji niskoczgsteczkowych.
Pierwszy etap badan dotyczyt analizy wtasciwosci biochemicznych, antyoksydacyjnych oraz
przeciwbakteryjnych wybranych frakcji uzyskanych z grzyba C. unicolor. Gatunek ten
syntetyzuje w warunkach laboratoryjnych duze ilosci zewnatrzkomoérkowej lakazy (EC

1.10.3.2) utleniajacej zwiazki fenolowe i aminy aromatyczne [Leonowicz, 1997], oraz
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posiadajacej inne interesujace wiasciwosci biochemiczne, odrozniajace ten enzym od
pozostatych lakaz grzybowych [Janusz i wsp., 2015]. Uczestniczy ona réwniez w procesie
ligninolizy, czyli rozktadu ligniny. Wspolpracuje z peroksydazami, dioksygenazami,
monooksygenazami i oksydaza glukozowg czy dehydrogenazg celobiozowg w procesach
prowadzacych do biodegradacji ligniny. Wielu badaczy uwaza, ze lakaza moze utlenia¢
ligning bezposrednio lub za posrednictwem niskoczasteczkowych mediatorow, takich jak np.
ABTS czy HBT [Breen i Singleton, 1999]. Bourbonnais i wsp. (1998) sugeruja, ze aktywno$¢
systemOw lakaza — mediator wobec substratu, jakim jest lignina, zalezy prawdopodobnie od
kombinacji dwoch gltownych czynnikow: potencjatu redoks enzymu oraz stabilnosci
I reaktywnos$ci rodnikow powstajacych przez utlenianie mediatora. Wszystko to powoduje, ze
lakaza jest enzymem o szerokim spektrum zastosowan w réznych procesach przemystowych,
m.in. w oczyszczaniu $ciekow przemystowych, w procesie bielenia masy celulozowej, czy
zastosowanie enzymu jako sensora w przemystach spozywczym i farmaceutycznym
[Bourbonnais, 1997; Mayer, 2002]. Tak znaczacy potencjatl biotechnologiczny tego enzymu
sktonit mnie do podjecia badan dotyczacych sprawdzenia réwniez jego wlasciwosci
biologicznych. Jednoczesnie postanowitam zweryfikowa¢ wilasciwosci zwigzkow o masie
czasteczkowej ponizej 10 kDa, ktore byly dotad traktowane jako zbedny produkt odpadowy
otrzymywany przy preparatyce biatkowej frakcji enzymatycznej, w tym lakazy. Do badan
wykorzystalam rowniez wewnatrzkomorkowe polisacharydy, ze wzgledu na znane z literatury

wlasciwos$ci prozdrowotne tej grupy zwigzkow [Zhang, 2007].

W zwigzku z tym, iz problemy zwigzane z profilaktyka 1 leczeniem chorob
nowotworowych sa waznym wyzwaniem dla wspotczesnej nauki i medycyny, a jednym
z mozliwych kierunkow jest ciaggle poszukiwanie nowych substancji bioaktywnych,
W szczegdlnosci pochodzacych ze zrodetl naturalnych, postanowitam sprawdzié, czy uzyskane
z grzyba C. unicolor i niebadane jak dotad pod tym katem preparaty wykazujg potencjat
przeciwwirusowy, przeciwnowotworowy oraz immunostymulacyjny. Badania te mogltam
przeprowadzi¢ dzigki wspOtpracy z pracownikami naukowymi Zakladu Wirusologii
i Immunologii UMCS, Zaktadu Hematoonkologii Doswiadczalnej UM w Lublinie, Centrum
Onkologii w Warszawie oraz Centrum Onkologii Ziemi Lubelskie;.

Przewlekta biataczka limfatyczna (CLL) jest najczg$ciej obserwowanym nowotworem
hematologicznym wystepujacym u oséb dorostych w krajach zachodnich. Pomimo faktu, ze
ostatnie lata doprowadzity do zwickszenia odsetka catkowitych remisji, CLL pozostaje nadal

chorobg nieuleczalng. Stanowi ona prawie 30% wszystkich przypadkow biataczki
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udokumentowanych na catym $wiecie. CLL dotyka szczegdlnie 0sob starszych, poniewaz
mediana wieku rozpoznania wynosi 72 lata, chociaz ostatnio odnotowano wzrost
zachorowalno$ci wérod mtodszych pacjentow. Czgsto§¢ wystegpowania CLL wynosi 2-6
przypadkow / 100 000 pacjentdw / rok 1 wzrasta wraz z wiekiem. Ryzyko rozwoju nowotworu
jest dwukrotnie wigksze u mezczyzn niz u kobiet. CLL jest zaburzeniem
limfoproliferacyjnym, ktoére moze charakteryzowac si¢ gromadzeniem matych, homogennych,
dojrzatych skupisk réoznicowania (CD) 5+ CD19 + limfocytéw B we krwi obwodowe;j, szpiku
kostnym i wtornych narzadach limfatycznych [Ghia i wsp., 2007]. Przebieg kliniczny CLL
jest zroznicowany. Niektorzy pacjenci wykazujg korzystny przebieg choroby ze stabilng lub
wolno rosngca limfocytoza, dtuga przezywalnos$cia i brakiem koniecznosci leczenia, podczas
gdy inni pacjenci doswiadczaja agresywnego, postepujacego przebiegu CLL, ktory wymaga
natychmiastowej intensywnej terapii [Ghia i wsp., 2007]. Dlatego tez postanowitam zbadac¢
aktywno$¢ cytotoksyczng lakazy wobec wybranych nowotworéw krwi. Aktywno$¢
cytotoksyczng lakazy testowatam wobec linii komérkowych HL-60, Jurkat, RPMI 8226,
K 562 oraz pierwotnych komodrek przewlektej biataczki limfocytarnej izolowanych z krwi

pacjentow.

W wyniku przeprowadzonych badan obejmujacych zaréwno testy XTT jak 1 badania
apoptozy technikg cytometrii przeptywowej 1 mikroskopii fluorescencyjnej oraz wizualizacje
powierzchni komorek nowotworowych technikg SEM stwierdzitam, ze lakaza z C. unicolor
wykazuje aktywno$¢ cytotoksyczng oraz proapoptotyczng wobec zastosowanych linii
komorek nowotworowych. Wyniki testow XTT przeprowadzonych w niniejszych badaniu
wskazaty, iz cytotoksyczno$¢ indukowana przez lakaze w komodrkach linii HL-60, K562,
RPMI 8226, Jurkat i pierwotnych komoérkach CLL zalezna jest od stezenia enzymu. Wyniki
ujawnily rowniez, ze zastosowana lakaza byla w stanie hamowac proliferacje ludzkich linii
biataczkowych w sposob zalezny od stezenia, przy czym stezenia te byly nizsze niz
opisywane dotad w literaturze dla ekstraktoéw z innych gatunkow grzybow rozkladajacych
drewno [Lau i wsp., 2004]. Uzyskane wartosci 1Cso po 48 godzinach inkubacji z lakaza
wynosity odpowiednio 0,9, 0,4, 1,1 i 1,0 ug/ml dla komérek HL-60, Jurkat, RPMI 8226
i K562. Za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej oraz wizualizacji powierzchni komorek
nowotworowych technika SEM zaobserwowatam liczne zmiany morfologiczne w komoérkach
Jurkat 1 RPMI 8226 po 48 godzinach traktowania ich réznymi st¢zeniami lakazy.
W przeciwienstwie do komorek kontrolnych, na ktore nie dziatalam lakaza, 1 ktére mialy

regularny, owalny ksztatt, komorki nowotworowe po 48 godzinach traktowania ich badanym
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enzymem, charakteryzowaly si¢ zmniejszeniem objetosci, pecherzykowaniem blony
I tworzeniem ciat apoptotycznych. Celem potwierdzenia apoptozy, komorki kontrolne oraz
traktowane lakazg zostaly wybarwione aneksyng V i jodkiem propidyny, a nastepnie
wizualizowane pod mikroskopem fluorescencyjnym. W porownaniu z komorkami
kontrolnymi komorki traktowane lakazg wykazywaly zmiany apoptotyczne, w tym
kondensacj¢ 1 fragmentacj¢ jader komorkowych. W niniejszym badaniu, zaobserwowatam
wskazniki apoptotyczne w zakresie od 88,98 do 98,90% w komorkach Jurkat po 48 godzinach
stosowania lakazy, podczas gdy opisywane w literaturze wskazniki uzyskane w badaniach
nowotworow krwi sa zazwyczaj znacznie nizsze (np. w zakresie 5,29 - 28,88% wg. Zhang

i wsp., 2014).

Przeprowadzone badania po raz pierwszy wykazaty aktywnos$¢ cytotoksyczng lakazy
z C. unicolor wobec komoérek nowotworowych krwi. W poréwnaniu z innymi zwigzkami
pochodzenia grzybowego, uzyskane wartosci ICso dla lakazy byly znacznie mniejsze od
opisywanych w literaturze, co wskazuje na wysokg aktywnos$¢ przeciwnowotworowa tego
enzymu. Potwierdzitam réowniez zdolno$¢ lakazy do indukowania apoptozy w komodrkach
nowotworowych nawet przy matym stg¢zeniu enzymu, co moze sugerowac, ze zastosowana
w badaniach lakaza prawdopodobnie moze by¢ nowym $rodkiem terapeutycznym w leczeniu
hematologicznych nowotworéw  ztosliwych. Dziatanie przeciwnowotworowe LAC

z C. unicolor stato si¢ przedmiotem ochrony patentowej:

Magdalena Jaszek, Anna Matuszewska, Monika Osinska—Jaroszuk, Grzegorz Janusz,
Justyna Sulej, Dawid Stefaniuk, Krzysztof Giannopoulos, Marta Karp. Enzym lakaza

wyizolowany z grzyba Cerrena unicolor do zastosowania w leczeniu choréob nowotworowych

krwi: 2013 (Patent nr 225934)
Wyniki opisanych badan zostaly opublikowane w nastepujacej pracy naukowe;j:

Anna Matuszewska, Marta Karp, Magdalena Jaszek, Grzegorz Janusz, Monika
Osinska-Jaroszuk, Justyna Sulej, Dawid Stefaniuk, Waldemar Tomczak, Krzysztof
Giannopoulos: Laccase purified from Cerrena unicolor exerts antitumor activity against
leukemic cells. Oncology Letters, (2016), DOI: 10.3892/0l.2016.4220 (autor
korespondencyjny)

W  kolejnych etapach badan postanowitlam sprawdzi¢ aktywno$¢ biomedyczna

niskoczasteczkowych frakcji wyizolowanych z hodowli C. unicolor wobec najczesciej
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wystepujacego nowotworu u kobiet, jakim jest rak piersi oraz dosy¢ czegstego u mezczyzn
raka prostaty. Rak piersi stanowi obecnie jeden 2z najwigkszych problemow
epidemiologicznych. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia stanowi on ponad 25%
wszystkich nowotworéw u kobiet. Leczenie jest wieloetapowe, obejmujace oprocz
interwencji chirurgicznej chemioterapi¢, za$ przyszto$¢ leczenia upatruje si¢ w terapii
celowanej, opartej na szeroko pojetej biotechnologii zakladajacej ingerencj¢ w procesy
molekularne i biochemiczne na etapie komorkowym. Rak prostaty zas jest zto§liwym
nowotworem uktadu moczowo-ptciowego, ktory atakuje mezczyzn najczesciej powyzej 45
roku zycia. Warunki anatomiczne i fizjologiczne prostaty sprzyjaja rozwojowi raka
I Utrudniaja jego leczenie, dlatego tez stale poszukuje si¢ nowych mozliwosci walki z tym
nowotworem. W zwiazku z tym jeden z ectapow moich badan dotyczyt dziatania
przeciwnowotworowego wobec wyzej wymienionych nowotworow, antyoksydacyjnego
i przeciwbakteryjnego bioaktywnych frakcji niskoczasteczkowych z C. unicolor, W tych
badaniach frakcje zawierajacg zwiazki ponizej 10 kDa rozdzielitam na dwie podfrakcje
(0 masach czasteczkowych ponizej i powyzej 700 Da) - ex-LMSI i ex-LMSII. Dodatkowo t¢
samg wyjsciowa frakcje (ponizej 10 kDa) wytracitam stosujac roztwor nasycony siarczanu
amonu i poddatam dializie uzyskujac trzecig podfrakcje zwigzkow niskoczasteczkowych - ex-
LMSIII. Wszystkie trzy podfrakcje zostaly scharakteryzowane biochemicznie pod katem
zawarto$ci biatka, substancji fenolowych oraz wegglowodandw. Analiza ta ujawnila wyrazne
réznice pomigdzy badanymi preparatami. Frakcja ex-LMSIII wykazata oczywiscie wigksze
stezenia biatka (43,7 pg/ml) niz ex-LMSI (2,25 pg/ml) i ex-LMSII (4,87 pg/ml). Stezenie
zwigzkow fenolowych bylo natomiast znacznie wyzsze we frakecji ex-LMSI (20,56 uM)
W porownaniu z ex-LMSII (4,45 pM) 1 ex-LMSIII (5,8 uM). Natomiast stezenie
weglowodandéw catkowitych bylo najwyzsze we frakcji ex-LMSI, tj. 36,82 pg/ml.
Analizowane podfrakcje wykazaly w zwigzku z tym réwniez roéznice w aktywnosci
biologicznej. Frakcja ex-LMSIII charakteryzowata si¢ najwyzsza aktywnos$cig zmiatania
wolnych rodnikéw potwierdzong metodami z DPPH 1 ABTS, wsrdd wszystkich
analizowanych podfrakcji. Wartosci ICso wynosity odpowiednio dla ex-LMSIII - 20,39, dla
ex-LMSII - 49,22 i dla ex-LMSI - 64,1 pg/ml (dla metody z DPPH), oraz 81.12 pg/ml (ex-
LMSI), 39,78 pg/ml (ex-LMSII) i 31,49 pg/ml (ex-LMSIII) dla metody z ABTS. W oparciu
0 poréwnanie warto$ci ICsg ustalitam, ze kolejnos¢ aktywnosci wychwytywania rodnikoéw
hydroksylowych byta nastepujaca: frakcja ex-LMSIII > frakcja ex-LMSII > frakcja ex-LMSI.
Zazwyczaj silna aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow grzybowych jest skorelowana

z wysoka zawarto$cig zwigzkow fenolowych. Uzyskane wyniki wykazaty jednak najsilniejsza
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aktywnos$¢ antyoksydacyjng podfrakcji ex-LMSIII, ktora miata znacznie mniejszg zawarto$¢
fenoli w poréwnaniu z podfrakcja ex-LMSI, co sugeruje, ze fenole nie sg glownym
czynnikiem aktywno$ci przeciwutleniajacej analizowanych frakcji grzybowych. W zwiazku
Ztym, i1z wyniki poprzednich prac oraz dane literaturowe wskazuja na potencjat
przeciwbakteryjny substancji grzybowych w dalszej czesci badan sprawdzitam aktywnos$¢
przeciwbakteryjng analizowanych preparatow. W wyniku przeprowadzonych dos$wiadczen
zostatlo wykazane silne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wszystkich podfrakcji wobec
bakterii Gram-dodatnich (S. aureus i B. subtilis) i Gram-ujemnych (E.coli). Uzyskane
wartosci strefy zahamowania wzrostu wykazaly, ze S. aureus byl najbardziej wrazliwg
bakterig, oraz ze podfrakcja ex-LMSII byla najskuteczniejsza w stosunku do wszystkich
badanych mikroorganizméw. Wyniki te sg zgodne z danymi literaturowymi wykazujacymi, ze
na ogo6l bakterie Gram-dodatnie s3 uwazane za bardziej] wrazliwe na rdzne naturalne
I syntetyczne zwigzki niz bakterie Gram-ujemne ze wzgledu na réznice w strukturze ich $cian
komoérkowych. Rezultaty te potwierdzily uzyskane wartosci MIC dla analizowanych frakcji
ex-LMS. Wykazatam, ze ex-LMSI i ex-LMSII wywieraly wickszy efekt hamowania na
S. aureus niz na B. subtilis i E. coli, a frakcja ex-LMSII byta najefektywniejsza. Wartosci
MIC dla tej frakcji wzglgdem B. subtilis, S. aureus i E. coli wynosity odpowiednio 12,5, 6,25
i 100 mg/ml. Wyniki te pokazaly, ze metabolity wtorne o malej masie czasteczkowe;j
pochodzace z pltynu hodowlanego C. unicolor, zwlaszcza frakcja ex-LMSII, moga by¢

interesujagcym zrddlem substancji przeciwbakteryjnych.

Tak scharakteryzowane frakcje wykorzystatam do sprawdzenia aktywnosci wobec
komorek raka piersi (MCF7 - linia komodrkowa estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi
i MDA-MB-231 - linia komoérkowa potrojnie ujemnego gruczolakoraka piersi) oraz raka
prostaty (linia komorkowa PC3). W tym celu linie ludzkich komoérek nowotworowych:
MCF7, MDA-MB-231 i PC3 byly inkubowane z ré6znymi stezeniami badanych podfrakcji ex-
LMSI, ex-LMSII, i ex-LMSIII. Potencjalnie cytotoksyczny wptyw badanych preparatow
ocenitam za pomoca testu MTT. Wykazatam hamowanie zywotnoséci wszystkich trzech linii
komorek nowotworowych przy udziale podfrakcji ex-LMSI, ex-LMSII i ex-LMSIII, podczas
gdy nie wplynety one na zywotno$¢ prawidiowych ludzkich fibroblastow. Uzyskane wyniki
potwierdzity, ze podfrakcja ex-LMSIII wykazuje najwyzsza aktywno$¢ hamujaca wobec
komorek linii MDA-MB-231, PC3 i MCF7, a wartosci ICso wynosity odpowiednio 52,25
pug/ml, 60,66 pg/ml i 54,92 pg/ml. Najwyzszy procent zahamowania uzyskatam przy st¢zeniu

300 pg/ml w stosunku do wszystkich badanych linii komérek nowotworowych, a frakcja ex-
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LMSIII okazata si¢ najskuteczniejsza. Procent hamowania powyzej 50 wobec linii
nowotworowej MDA-MB-231 uzyskatam natomiast juz przy stezeniu 15 pg/ml wiasnie dla
frakcji ex-LMSIII.

Pomimo niezaprzeczalnego postgpu w leczeniu chordob nowotworowych oraz
wprowadzania nowych chemioterapeutykow, wspotczesna medycyna nadal boryka si¢
Z problemem w pelni skutecznej terapii przeciwnowotworowej. Konieczno$¢ poszukiwania
nowych zwigzkéw o efektywnym przeciwnowotworowym dziataniu i niskiej toksycznosci
wobec komorek prawidlowych, sprzyja weryfikowaniu wielu réznorodnych chemicznie
i strukturalnie zwigzkow, rowniez naturalnych. Dlatego tez opisane przeze mnie wyniki badan
wydajg si¢ by¢ bardzo obiecujagce w kontek$cie naturalnych substancji pochodzenia

grzybowego o dziataniu przeciwnowotworowym.
Wyniki opisanych badan zostaly opublikowane w nastepujacej pracy naukowe;j:

Anna Matuszewska, Magdalena Jaszek, Dawid Stefaniuk, Tomasz Ciszewski, Lukasz
Matuszewski: Anticancer, antioxidant, and antibacterial activities of low molecular weight
bioactive subfractions isolated from cultures of wood degrading fungus Cerrena unicolor.
PLOS ONE, 2018; 13(6): 0197044, doi: 10.1371/journal.pone.0197044 (autor
korespondencyjny)

Wykazany w poprzednich doswiadczeniach bioaktywny potencjal gatunku
C . unicolor, sklonit mnie do rozszerzenia badan o kolejne linie nowotworowe, oraz
zwrocenia  uwagi na  wartos¢  terapeutyczng  wybranych  frakcji  wysoko-
I niskoczgsteczkowych otrzymanych z podtoza pohodowlanego tego gatunku biatej zgnilizny
drewna. W trakcie przeprowadzonych doswiadczen zbadatam wigc wptyw tych substancji na
jeden z najbardziej ztosliwych nowotworéw wystepujacych u ludzi, jakim jest czerniak
wywodzacy si¢ z melanocytow. Leczeniem z wyboru jest oczywiscie zabieg chirurgiczny, ale
duza cz¢$¢ pacjentdOw cierpi niestety na nieoperacyjng lub wieloogniskowa posta¢ choroby,
leczong m.in. inhibitorami BRAF. Ze wzgledu jednak na niska skutecznos$¢ stosowanych
metod leczenia 1 wysoka $miertelno$¢ pacjentow, ciggle prowadzi si¢ intensywne prace
zwigzane z opracowaniem nowych strategii terapeutycznych, oraz wyodrgbnieniem
efektywnych s$rodkow hamujgcych rozrost nowotworowy. Wiele z tych substancji jest
pochodzenia naturalnego, jak np. taksol. Postanowitam wigc sprawdzi¢ aktywnos$¢ substancji

grzybowych wobec linii komoérkowej mysiego czerniaka B16-F10.
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W badaniach zostaty wykorzystane metody z uzyciem testow MTT, z fioletem
krystalicznym, oraz test zdolnosci formowania kolonii in vitro jak i obserwacje
mikroskopowe w celu zbadania wtasciwosci cytotoksycznych 1 antyproliferacyjnych
zastosowanych frakcji z C. unicolor. Na podstawie przeprowadzonych testow (MTT
i z fioletem krystalicznym) wykazatam, ze zarowno lakaza jak i frakcja niskoczasteczkowych
metabolitow wtornych ma wplyw na proliferacj¢ mysich komoérek nowotworowych juz po 24
godzinach inkubacji. W przypadku ex-LMS (1%) spadek zywotno$ci komorek wynosit okoto
42% (test MTT) i 26% (test z fioletem krystalicznym). Oceniona zostata rowniez zdolno$¢
formowania kolonii in vitro (PE) i frakcj¢ przezywajaca (SF), tj. dwa czynniki, ktore
oszacowaty populacj¢ komorek, ktore przezyly inkubacje z testowanymi czynnikami.
Obliczono zostata rowniez liczbe kolonii pochodzacych z pojedynczych komorek po 7 dniach
od zaszczepienia. 50-krotnie nizsze st¢zenie lakazy niz stezenie, ktore byto zastosowane
w testach MTT 1 z fioletem krystalicznym catkowicie zatrzymywato proliferacj¢ komorek
B16-F10. W przypadku ex-LMS kolonie byty liczniejsze, ale znacznie mniejsze, a przy
stezeniu 0,125% (8-krotnie nizszym niz zastosowane we wczesniejszych testach) potencjat
komorek do tworzenia kolonii wynosit okoto 60%, a wigkszos¢ tych kolonii sktadata si¢ ze
zmniejszonej liczby komorek. Liczba komorek traktowanych LAC i ex-LMS analizowana
byta réwniez przy uzyciu mikroskopu, wykazujac istotne roznice miedzy komodrkami
kontrolnymi i traktowanymi badanymi preparatmi. Przy nizszych st¢zeniach hamowanie
proliferacji komoérek bylo widoczne, natomiast efekt cytotoksyczny obserwowalam przy
wyzszych stezeniach. Nie odnotowatlam natomiast znaczacej zmiany liczby komorek
nowotworowych po ekspozycji na wewnatrzkomorkowy polisacharyd z C. unicolor, zarowno
w obserwacjach mikroskopowych, jak i przy uzyciu zastosowanych testow, co jest zgodne
Z danymi literaturowymi, ktoére wskazuja polisacharydy jako czynniki immunomodulujace.
Dlatego tez =zostala sprawdzona aktywno$§¢ immunomodulacyjna zastosowanych
polisacharydow 1 w ten sposob potwierdzitam, iz stymulowaly one nadekspresje cytokin
W linii komoérkowej m-IMCD3, co jest bardzo obiecujacym wynikiem, poniewaz w leczeniu
chorob nowotworowych cytokiny stosowane sa jako wzmacniacze odpornosci. Cytokiny,
takie jak np. IL-2 czy INFo sg zatwierdzone przez FDA m.in. w leczeniu czerniaka,
chtoniaka, biataczki i migsaka Kaposiego. W przeprowadzonych badaniach wykazatam
zwickszong ekspresj¢ jednego receptora Toll-podobnego: TIr2 (1,6 razy) i cytokin: TNFa
(15,3 razy), CCL2 (4,7 razy), IL-1a (1,4 razy) i IL-6 (1,8 razy). Cytokiny te majg wptyw na
proliferacje, roznicowanie 1 aktywacj¢ komorek zaangazowanych w odpowiedz

immunologiczng po kontakcie z antygenami.
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Na podstawie przeprowadzonych badan po raz pierwszy wykazatam, ze dwie
bioaktywne frakcje z C. unicolor, tj. frakcja o matej masie czasteczkowej (ex-LMS)
i oksydaza polifenolowa (LAC) majg wiasciwosci antyproliferacyjne wobec mysich komorek
czerniaka B16-F10. Ponadto, trzecia badana frakcja c-EPL wykazata aktywno$¢

immunomodulacyjng, bardzo pozadang w leczeniu niektorych rodzajow nowotwordw.
Wyniki opisanych badan zostaty opublikowane w nastepujacej pracy naukowe;j:

Malgorzata Statkiewicz, Anna Matuszewska, Magdalena Jaszek, Grzegorz Janusz,
Monika Osinska, Justyna Sulej, Dawid Stefaniuk, Michat Mikula, Jerzy Ostrowski: Anti-
melanomic effect of high and low molecular weight bioactive sub-fractions isolated from
white rot fungus: Cerrena unicolor. International Journal of Medicinal Mushrooms, 19(7)
(2017), 619-628 (autor korespondencyjny)

Co roku na $wiecie, na raka szyjki macicy zapada okoto 500 000 kobiet. W Europie,
co 18 minut z powodu raka szyjki macicy umiera kolejna kobieta. W Polsce co roku okoto
3 500 Polek dowiaduje si¢, ze ma raka szyjki macicy, a potowa z nich niestety umiera.
Najczestszym czynnikiem etiologicznym rozwoju zmian przednowotworowych i raka szyjki
macicy jest zakazenie HPV. Jednak proces powstawania nowotworow w nabtonku szyjki
macicy nie zawsze wigze si¢ z zakazeniem HPV. W tych przypadkach mechanizmy
kancerogenezy moga obejmowac, miedzy innymi, mutacje genéw biatka p53 1 pRb, aberracje
chromosomowe i zwigkszong aktywnos¢ telomerazy [Wrede i wsp.,1991; Mitsuhashi i wsp.,
1998]. Poszukiwanie nowych alternatywnych metod zapobiegania i leczenia tej choroby jest
szczegblnie wazne zaréwno ze wzgledow spotecznych, jak i1 ekonomicznych. Rosngce
zainteresowanie przemyslu farmaceutycznego tego typu rozwigzaniami terapeutycznymi
stymuluje poszukiwanie nowych bioaktywnych $rodkoéw naturalnego pochodzenia. Dlatego
tez moje badania skupity si¢ rowniez na tym typie nowotworu. W celu okreslenia aktywnosci
przeciwnowotworowej analizowanych frakcji, zbadatam ich bezposrednig cytotoksycznosé
I wlasciwosci antyproliferacyjne. W badaniach zostaty wykorzystane linie komorkowe raka
szyjki macicy pierwotne SiHa (ATCC, HTB-35) oraz przerzutowe CaSki (ATCC, CRL
1550). Zastosowang linig kontrolng byty ludzkie fibroblasty (HSF). W przypadku lakazy jej
wplyw na komodrki nowotworowe byl uzalezniony od st¢zenia, podczas gdy frakcja
niskoczasteczkowych metabolitow byta cytotoksyczna tylko w najwyzszym zastosowanym
stezeniu. Ponadto wyniki wskazaly, ze tylko lakaza przy stezeniu 250 pg/ml wykazywala

statystycznie istotng cytotoksycznos¢ wobec komorek raka szyjki macicy (SiHa i1 CaSki)
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W poréwnaniu z normalnymi fibroblastami (HSF). Wyniki te zostaly potwierdzone
obserwacjami mikroskopowymi, ktére wykazaty, ze zastosowana lakaza wptywa tylko na
komoérki nowotworowe nie uszkadzajac prawidlowych komorek fibroblastow. Efekt
cytotoksyczny lakazy prawdopodobnie zwigzany jest z jej aktywnos$cia prooksydacyjng, ktora
zostala wykazana we wczesniejszych badaniach. Liczne publikacje donosza o wplywie
zwigzkow grzybowych, w tym lakazy i polisacharydow, izolowanych z réznych gatunkéw na
proliferacje komorek nowotworowych. Do tej pory C. unicolor byta nieprzebadana w tym
zakresie i dlatego sprawdzitam roéwniez jej wptyw na proliferacje. Wyniki pokazaty, ze
W sposob zalezny od dawki, lakaza hamuje proliferacje obu linii komoérek nowotworowych
(SiHa i CaSki) z wartosciami ICsp: SiHa 2,6 pg/ml i CaSki 6,0 ug/ml. Otrzymane wyniki po
raz kolejny wskazaly, ze C. unicolor jest bogatym Zrédlem czynnikéw
przeciwnowotworowych, ktore dziataja bezposrednio przeciwko komérkom nowotworowym
poprzez wptyw na proliferacj¢, a dodatkowo zmniejszaja ich zywotno$¢. Z drugiej strony
wykazatam rowniez, ze endopolisacharydy z C. unicolor nie wptywaly na zywotno$é
komoérek nowotworowych oraz prawidlowych, co potwierdza obserwacje innych autorow
sugerujace, ze s3 to raczej czynniki niecytotoksyczne, ale immunomodulujace. Dlatego tez,
wykorzystujac makrofagi wyprowadzone z linii THP-1, ktore syntetyzowaty IL-6 i TNF—a,
zbadany zostat efekt immunomodulacyjny. Przeprowadzone badania wykazaty dziatanie
immunostymulacyjne frakcji c—EPL, ktorej dodatek stymulowat wytwarzanie TNF-a
(powyzej 2000 pg/ml) oraz IL-6 (powyzej 400 pg/ml). Ponadto linie komérkowe SiHa oraz
L929 (fibroblasty mysie, ATCC, CCL-1) wykorzystatam do namnazania wirusow HHV-1
(wirus opryszczki) oraz EMCV (wirus zapalenia mozgu). Przeprowadzone badania wykazaty
po raz pierwszy efekt antywirusowy ex—LAC zaré6wno wobec HHV-1, jak i EMCV.
Dziatanie lakazy uzaleznione bylo od rodzaju wirusa i jego stadium replikacyjnego. Lakaza
silniej dziatata wobec wirusa HHV—-1 niz wobec wirusa EMCV. Poniewaz aktywnos¢
przeciwnowotworowa substancji pochodzacych z grzybow czesto powigzana jest z ich
aktywno$cig immunomodulacyjng wykorzystujgc makrofagi wyprowadzone z linii THP-1,
ktore syntetyzowaly IL-6 i TNF—a zbadatam rowniez ten efekt. Przeprowadzone badania
wykazaly dzialanie immunomodulacyjne frakcji c—EPL, ktorej dodatek stymulowat

wytwarzanie TNF—a (powyzej 2000 pg/ml) oraz IL-6 (powyzej 400 pg/ml).

Poniewaz  jak dotad nie bylo danych  dotyczacych  wlasciwosci
przeciwnowotworowych zwigzkéw wyizolowanych z grzyba C. unicolor, a przedstawione

wyniki wskazaty po raz pierwszy, ze lakaza z tego gatunku ma dzialanie cytotoksyczne
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wobec komorek raka szyjki macicy, jej efekt przeciwnowotworowy stat si¢ przedmiotem

ochrony patentowej:

Anna Matuszewska, Magdalena Jaszek, Grzegorz Janusz, Monika Osinska—Jaroszuk,
Justyna Sulej, Dawid Stefaniuk, Jerzy Rogalski, Magdalena Mizerska—Dudka, Martyna
Kandefer—Szerszen. Enzym lakaza wyizolowany z grzyba Cerrena unicolor do zastosowania

w leczeniu raka szyjki macicy: 2013 (Patent Nr 225869)

Natomiast wyniki opisanych doswiadczen zostaly opublikowane w nastepujacej pracy

naukowej:

Magdalena Mizerska—Dudka, Magdalena Jaszek, Adriana Btachowicz, Tomacz
Rejczak, Anna Matuszewska, Monika Osinska—Jaroszuk, Dawid Stefaniuk, Grzegorz Janusz,
Justyna Sulej, Martyna Kandefer—Szerszen: Fungus Cerrena unicolor as an effective source
of new antiviral, immunomodulatory, and anticancer compounds. International Journal of
Biological Macromolecules 79 (2015), 459-468.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazatam, ze otrzymane z C. unicolor
preparaty charakteryzuja si¢ Szeregiem unikalnych  wilasciwosci  biologicznych.
Przeprowadzona analiza chemiluminescencyjna wykazata wysoki potencjat prooksydacyjny
frakcji ex-LAC oraz potencjatl antyoksydacyjny frakcji ex—LMS oraz c-EPL. Oszacowanie
toksycznosci ex-LAC przy uzyciu systemu Microtox wykazato, ze ekspozycja Vibrio fischeri
na ex-LAC powodowata 38% uszkodzenie komorek po 5 min i 51% po 15 minutach dziatania
tego enzymu. Ex-LAC okazata si¢ réwniez skuteczna wobec bakterii Escherichia coli.
Eksperymenty dotyczace frakcji polisacharydow wewnatrzkomoérkowych z C. unicolor
wykazaty wysoki potencjal antyoksydacyjny porownywalny z doniesieniami literaturowymi
dotyczacymi polisacharydow ekstrahowanych goraca woda z gatunkow Agaricus brasiliensis,
Ganoderma lucidum, Ganoderma applanatum, Lentinus edodes i Trametes versicolor
[Kozarski, 2011]. Preparat c-EPL wykazal rowniez dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko
Staphylococcus aureus. Analiza widma FT-IR frakcji ex-LMS wskazala na obecno$é¢
substancji homologicznych w 54,22% z siarczanem paromycyny, tj. zwigzkiem bedacym
pochodng antybiotykow aminoglikozydowych. Analizy aktywnosci antyoksydacyjnej frakcji
ex-LMS przeprowadzone trzema metodami (chemiluminescencyjng, z ABTS oraz z DPPH)

wykazaly zdolno$¢ tej frakcji do zmiatania wolnych rodnikow na tym samym poziomie lub
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nawet wyzszym w porownaniu z modelowymi substancjami antyoksydacyjnymi, troloksem
I kwasem askorbinowym. Badanie toksycznego dziatania ex-LMS na komorki bakteryjne na
podstawie testu toksycznosci wykazato, ze ekspozycja bakterii V. fischeri na frakcje ex-LMS
spowodowata 95% uszkodzenie komorek po 5 min i 98% po 15 minutach od dodania
preparatu. Uzyskane wyniki wykazaty, ze ex-LMS byl znacznie bardziej skuteczny niz frakcja
ex-LAC w dziatlaniu bakteriobdjczym. Frakcja ex-LMS wykazata aktywno$¢
przeciwbakteryjng przeciwko E. coli i S. aureus, co moze by¢ zwigzane z faktem, ze analiza
FT-IR wykazata obecno$¢ pochodnych, podobnych do =znanych antybiotykow

aminoglikozydowych, w badanej frakcji.

Uzyskane wyniki po raz pierwszy wskazaty na bardzo wysoki potencjal zmiatania
wolnych rodnikéw przez preparaty otrzymane z C. unicolor, takie jak endopolisacharydy
I zewnatrzkomorkowe zwigzki o niskiej masie czasteczkowej. Wydaje sig, ze substancje te
moga potencjalnie zostaé wykorzystane jako nowe zrddlo skutecznych przeciwutleniaczy,
ktore mozna tatwo wytwarza¢ w kontrolowanych warunkach tak w skali laboratoryjnych jak
I przemystowej. Wyniki opisanych badan zostaly opublikowane w nastepujgcej pracy

naukowej:

Magdalena Jaszek, Monika Osinska—Jaroszuk, Grzegorz Janusz, Anna Matuszewska, Dawid
Stefaniuk, Justyna Sulej J, Jolanta Polak, Marta Ruminowicz, Krzysztof Grzywnowicz, Anna Jarosz—
Wilkolazka: New bioactive fungal molecules with high antioxidant and antimicrobial capacity isolated
from Cerrena unicolor idiophasic cultures; BioMed Research International, 497492 (2013), 1-11.

(Journal of Biomedicine and Biotechnology)

Biorgc pod uwage zachecajace, aplikacyjne wyniki uzyskane dla frakcji
niskoczgsteczkowych metabolitow wtornych wyizolowanych z C. unicolor postanowitam
sprawdzi¢ wiasciwosci tej grupy zwiazkow z innego gatunku grzyba, a mianowicie z grzyba
leczniczego P. sanquineus. Gatunek ten nalezy do grzybow bialej zgnilizny drewna podobnie
jak C. unicolor i wytwarza szeroka game¢ produktow metabolizmu wtorego w postaci
enzymoéw, antybiotykow i barwnikow. P. sanguineus jest stosowany jako gatunek leczniczy
w Australii, Kongo, Chinach i Meksyku, a takze jako produkt spozywczy w Brazylii, Malawi
I Papui Nowej Gwinei. Stosowany jest w leczeniu réznych chorob zotadkowo-jelitowych
i zmian skoérnych, uzywany jest jako preparat hamujacy krwawienie, oraz jako lek
przeciwreumatyczny i srodek tonizujgcy. P. sanguineus znany jest jako nadproducent r6znego
rodzaju pigmentow zidentyfikowanych jako zwiazki fenoksazynowe, w tym

przeciwbakteryjnej cynnabaryny [Smania i wsp., 2003].
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Otrzymane z tego gatunku frakcje przebadatam w kierunku ich wlasciwosci
bioaktywnych. Wyznaczytam rowniez parametry hodowli, sprzyjajace uzyskaniu najbardziej
efektywnych preparatow bioaktywnych. Okazato si¢, iz podniesienie temperatury hodowli
z25°C (ex-LMSa) do 30°C (ex-LMSb) powoduje wzrost zar6wno wilasciwosci
antyoksydacyjnych, jak i przeciwbakteryjnych analizowanych frakcji, ktore roznity sie
réwniez pod wzgledem biochemicznym. Przeprowadzone analizy wykazaty, iz frakcja ex-
LMSb charakteryzowata si¢ dwukrotnie wyzszym stezeniem biatka oraz znaczaco wyzszym
stezeniem zwigzkow fenolowych w pordwnaniu z frakcjg ex-LMSa. Analizy FT-IR wykazaty
roznice w rodzaju wigzan chemicznych wystepujacych w obu frakcjach i obecnos¢ substancji
0 charakterze zwigzkow aminoglikozydowych. Dla frakcji ex—LMSa odnotowatam 56,35%
homologii do paromycyny, a w ex-LMSb 46,85% homologii do dihydrostreptomycyny.
Zmiana temperatury podczas hodowli powodowata wzrost potencjatu antyoksydacyjnego oraz
bakteriostatycznego analizowanych preparatow. Analiza mikroskopowa technika SEM
komorek Staphylococcus aureus poddanych dziataniu otrzymanych frakcji wykazata zmiany
morfologiczne w komorkach bakteryjnych, przy czym zmiany destrukcyjne w komorkach
bakterii byly bardziej nasilone po zastosowaniu preparatu otrzymanego z hodowli
prowadzonej w wyzszej temperaturze. Przeprowadzone doswiadczenia potwierdzity potencjat
bioaktywny frakcji niskoczasteczkowych otrzymanych z kultur grzyba biatej zgnilizny

drewna P. sanquineus.
Wyniki opisanych badan zostaty opublikowane w nastepujgcej pracy naukowe;j:

Magdalena Jaszek., Monika Osinska—Jaroszuk, Justyna Sulej, Anna Matuszewska, Dawid Stefaniuk,
Kamil Maciag, Jolanta Polak, Lukasz Matuszewski, Krzysztof Grzywnowicz: Stimulation of the
antioxidative and antimicrobial potential of the blood red bracket mushroom Pycnoporus sanguineus
(higher Basidiomycetes). International Journal of Medicinal Mushrooms, 17(8) (2015), 701-712.
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PODSUMOWANIE WYNIKOW BADAN STANOWIACYCH TRESC OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO PRZEDSTAWIONEGO W POSTEPOWANIU HABILITACYINYM
ORAZ OMOWIENIE EWENTUALNEGO ICH WYKORZYSTANIA:

Najwazniejsze osiagni¢cia badawcze zrealizowanego przez mnie cyklu doswiadczen

stanowigcych tre$¢ osiggnigcia naukowego:

1. Wykazano po raz pierwszy dzialanie cytotoksyczne, oraz proapoptotyczne
zewnatrzkomoérkowej lakazy z C. unicolor wobec linii komérkowych nowotworow
krwi, takich jak HL-60, Jurkat, RPMI 8226, K 562 oraz pierwotnych komorek
przewlektej biataczki limfocytarnej izolowanych z krwi pacjentow. W poréwnaniu

Z innymi zwigzkami pochodzenia grzybowego, uzyskane wartosci ICsp dla lakazy byty
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4.

znacznie mniejsze od opisywanych w literaturze, co wskazuje na wysoka aktywno$¢
przeciwnowotworowa tego enzymu. Analiza mikroskopowa wykazala, iz
W poréwnaniu z komodrkami kontrolnymi komorki traktowane lakaza mialy wyrazne
zmiany apoptotyczne, w tym kondensacje¢ 1 fragmentacje jader komérkowych. Wyniki
zaprezentowanych badan okazaty si¢ na tyle interesujace, iz zostaty objegte ochrong

patentowg (Patent Nr 225934).

W wyniku przeprowadzonych badan po raz pierwszy wykazano, ze produkt
otrzymywany podczas preparatyki enzymoéw otrzymywanych z C. unicolor
zawierajacy metabolity wtorne o masie czasteczkowej ponizej 10 kDa moze by¢
bogatym zrodtem naturalnych substancji przeciwnowotworowych, antyoksydacyjnych
1 przeciwbakteryjnych. Wykazano, ze trzy niskoczasteczkowe frakcje metabolitow
wtornych z C. unicolor wykazuja aktywno$¢ wobec najczg$ciej wystepujacego
nowotworu u kobiet, jakim jest rak piersi (MCF7 i MDA-MB-231) oraz dosy¢ czesto
wystepujacego u mezcezyzn raka prostaty (linia komérkowa PC3). Najwyzszy procent
zahamowania zywotno$ci komoérek nowotworowych odnotowany byt przy stezeniu
300 pg/ml w stosunku do wszystkich badanych linii, a frakcja ex-LMSIII okazata si¢
najskuteczniejsza. Procent hamowania powyzej 50 wobec linii nowotworowej MDA -

MB-231 uzyskano juz przy stezeniu 15 pg/ml wiasnie dla frakcji ex-LMSIII.

Po raz pierwszy wykazano, ze dwie bioaktywne frakcje z C. unicolor, tj. frakcja
0 malej masie czasteczkowej (ex-LMS) i oksydaza polifenolowa (LAC) maja
wlasciwosci antyproliferacyjne wobec mysich komoérek czerniaka B16-F10. Ponadto
stwierdzono, ze frakcja wewnatrzkomoérkowych polisacharydow wykazuje aktywnos$é
immunomodulacyjna, bardzo pozadang w leczeniu niektérych rodzajow nowotworow.
Wykazano zwigkszong ekspresje¢ jednego receptora Toll-podobnego: TIr2 (1,6 razy)
i wybranych cytokin: TNFa (15,3 razy), CCL2 (4,7 razy), IL-1a (1,4 razy) i IL-6
(1,8 razy), ktére maja wptyw na proliferacj¢, roznicowanie i aktywacje komorek

zaangazowanych w odpowiedZ immunologiczng po kontakcie z antygenami.

Po raz pierwszy opisano aktywno$¢ przeciwwirusowg zewnatrzkomoérkowej lakazy
z C. unicolor (wobec wirusow HHV-1 i EMCV), cytotoksyczng i antyproliferacyjna
(wobec komorek raka szyjki macicy). Dziatanie cytotoksyczne i antyproliferacyjne na
komorki raka szyjki macicy w porownaniu do zdrowych komorek fibroblastow (HSF)
byto na tyle istotne statystycznie, iz stalo si¢ przedmiotem patentu (Patent

Nr225869). Dzialanie cytotoksyczne wykazata rowniez frakcja niskoczasteczkowych
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metabolitow wtornych, ale tylko przy najwyzszych zastosowanych stezeniach. Frakcja
polisacharydéw z grzybni C. unicolor miata wyrazne dziatanie immunostymulacyjne

(zwigkszenie syntezy TNFa i IL-6 przez makrofagi wyprowadzone z linii THP-1).

5. Po raz pierwszy scharakteryzowano trzy nowe preparaty bioaktywne wyizolowane
Z kultur grzyba bialej zgnilizny drewna Cerrena unicolor: 1) zewnatrzkomoérkowa
lakazg, 2) frakcje niskoczasteczkowych, zewnatrzkomorkowych, metabolitow
wtornych — ex-LMS i 3) wewnatrzkomérkowe polisacharydy. Wymienione preparaty
wykazaly potencjat prooksydacyjny (zewnatrzkomoérkowa lakaza), antyoksydacyjny
(ex-LMS i wewnatrzkomorkowe polisacharydy) oraz bakteriostatyczny. Lakaza
okazata si¢ skuteczna wobec bakterii Escherichia coli, a wewnatrzkomérkowe
polisacharydy wobec Staphylococcus aureus. zas frakcja ex—LMS dziatata
bakteriostatyczne zarowno wobec komorek E. coli jak i S. aureus i wykazata rowniez

najwyzszy potencjat antyoksydacyjny (ECso wobec ABTS = 25 pg/ml).

6. Wyizolowano preparaty niskoczasteczkowe (ex-LMS) z z plynow pohodowlanych
kultur P. sanquineus namnazanych w dwoch temperaturach 25°C (ex—LMSa) i 30°C
(ex-LMSb). Zmiana warunkéw wzrostu grzyba powodowala wyrazny wzrost
wilasciwosciach bioaktywnych (antyoksydacyjnych i przeciwbakteryjnych) badanych
preparatow.  Niskoczasteczkowa  frakcja ex—LMSb  wykazywata znacznie
efektywniejsze dziatanie antyoksydacyjne oraz przeciwbakteryjne. Przeprowadzona
rowniez analiza FT-IR wskazata na réznice w skfadzie chemicznym analizowanych
frakcji, tj. obecno$¢ zwigzkdéw o strukturze zblizonej do paromycyny we frakcji ex—

LMSa oraz dihydrostreptomycyny w ex—LMSb.

E) INFORMACJE O INNYCH FORMACH DZIALALNOSCI NAUKOWO-
BADAWCZEJ ZWIAZANEJ Z  OSIAGNIECIEM ZGLOSZONYM DO
POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO

Wspolpraca z jednostkami naukowymi:

W ramach realizacji osiggnigcia zgtaszanego do oceny w postgpowaniu habilitacyjnym

wspotpracowatam z nastgpujacymi jednostkami badawczymi:

a) Zaklad Wirusologii i Immunologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie
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b) Zaklad Hematoonkologii Doswiadczalnej, II Wydziat Lekarski, Uniwersytet Medyczny

w Lublinie

c) Oddzial Onkologii Klinicznej, Centrum Onkologii Ziemi Lubelskiej im. $§w. Jana z Dukli

w Lublinie

d) Katedra Genetyki, Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej — Curie

w Warszawie
V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

A) PRACA NAUKOWA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Prac¢ naukowa rozpoczelam w 1996 roku w Zaktadzie Biochemii Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie pod kierunkiem Prof. dr hab. Andrzeja Leonowicza. Od
poczatku mojej Kariery zawodowej bylam zaangazowana w realizowany w obrebie zespotu
badawczego nurt szeroko pojetej biotechnologii grzybow, w tym szczegdlnie grzybow
nalezacych do Basidiomycota. Moje dalsze prace naukowe zwigzane byly gléwnie
Z projektami  dotyczacymi enzymatycznej degradacji kompleksu ligninocelulozowego
efektywnie prowadzonej przez grzyby bialej zgnilizny drewna. Szczegolnie zainteresowana
bytam udziatem w tych procesach lakazy — oksydazy polifenolowej, bedacej waznym
biokatalizatorem wydzielanym do podloza przez wiele gatunkow grzybow wyzszych
rozktadajacych drewno, peroksydaz niezbednych w procesach degradacji drewna, a przede
wszystkim niskoczasteczkowych mediatorow enzymow ligninolitycznych. W pierwszych
latach moje prace dotyczyty degradacji ligniny oraz odbarwiania barwnikow przez niektore
gatunki grzybow. Zajetam si¢ metoda pomiaru aktywnos$ci ligninolitycznej oparta na
odbarwianiu naturalnego barwnika pochodzenia roslinnego — kwasu karminowego.
Przeprowadzone badania wykazaty korelacj¢ pomiedzy odbarwianiem kwasu karminowego
i bigkitu remazolowego, a aktywnoscig ligninolityczng grzyba Trametes versicolor.
Wykazatam réwniez korelacje pomiedzy poziomem aktywnosci odbarwiajacych oba barwniki
przy najwyzszych aktywnosciach w podlozach z kwasem ferulowym zamiast glukozy.
Stwierdzitam réwniez zaleznosci pomigdzy aktywno$ciami odbarwiajacymi te barwniki,
a aktywnoscig lakazy w preparatach otrzymanych z podtéz. Okazato si¢, Zze odbarwianie
kwasu karminowego moze by¢ metodg alternatywng wobec odbarwiania biekitu
remazolowego przy pomiarach aktywnosci ligninolitycznej grzybow biatej zgnilizny drewna.

W tym czasie uczestniczylam rowniez w badaniach zwigzanych z otrzymywaniem
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I wlasciwo$ciami grzybowej peroksydazy manganozaleznej z grzyba Bjerkandera adusta

prowadzone we wspotpracy z dr Dirkiem Zigenhagenem (Uniwersytet w Jenie, Niemcy).

Wzrastajace zainteresowanie problematyka biotransformacji ligniny sklonilo mnie do
kontynuowania badan zwigzanych ze szczegotows analiza mechanizmoéw enzymatycznego
rozktadu tak ztozonego kompleksu. Mikroskopia elektronowa i badania biochemiczne
dotyczace degradacji ligninocelulozy przez grzyby rozkladajgce drewno zwrdcilty moja
uwage na znaczne dysproporcje mas czasteczkowych enzymow ligninolitycznych
I substratu, takiego jak lignina zwigzana kowalencyjnie z hemicelulozami i otaczajaca
sktadnik celulozowy zgrupowany w rownoleglte wigzki tworzgce mikrofibryle. Z jednej
strony czasteczki tych enzymoéw sg zbyt mate, aby mogly w swoich centrach aktywnych
przylaczy¢ tak duzy i zbyt nieregularny jak na kontakt powierzchniowy substrat, z drugiej
strony czasteczki tych enzymoéw sa zbyt duze, aby mogly penetrowaé nienaruszone
wezesniej struktury wtornej Sciany komorkowej drewna. W oparciu o te obserwacje
doniesienia naukowe zostala zaproponowana hipoteza opierajaca si¢ na udziale zwigzkow
0 matej masie czasteczkowej w inicjacji rozktadu kompleksu ligninocelulozowego. Zwigzki
niskoczasteczkowe sg w stanie dyfundowa¢ pomiedzy fibryle celulozy we wtornej $cianie
komorkowej drewna. W trakcie dalszych badan =zajetam si¢ wigc zwigzkami
niskoczasteczkowymi 1 ich udzialem w procesie degradacji drewna przez grzyby. W tym
celu wykorzystatam kwas karminowy jako mediator pochodzenia naturalnego oraz dwa
zwigzki pochodzenia zewnetrznego (egzogennego), a wigc niewytwarzane przez organizmy
zdolne do rozktadu kompleksu ligninocelulozowego, tj. ABTS (kwas 2,2’-azynobis-(3-
etylobenzenotiazolino-6-sulfonowy) i HBT (1-hydroksybenzotriazol). Gtéwnym celem tych
badan bylo przebadanie aktywno$ci ligninolitycznych wskaznikowych dla procesu
ligninolizy w kulturach grzyba biatej zgnilizny drewna Trametes versicolor, w obecnosci
mediatorow 1 z uwzglednieniem zmian potencjalow oksydacyjnoredukcyjnych.
Zastosowalam trzy metody pomiaru aktywnosci ligninolitycznej: odbarwianie bigkitu
remazolowego i kwasu karminowego przez enzymy o aktywnosciach oksydazowych, co
stanowito miar¢ zdolno$ci utleniajgcych, degradacje dimeru gwajacyloglicerolo-f-
gwajacylowego, ktora byta wskaznikiem zdolnosci do rozrywania wigzania [-O-4,
stanowigcego prawie 50% wszystkich wigzan wystepujacych w ligninie, o0raz
depolimeryzacj¢ lignosulfonianow, jako wskaznik rozrywania roznych typow wigzan
i prowadzaca do powstania z wysokoczgsteczkowego substratu niskoczgsteczkowych

katabolitow. Przeprowadzitam réwniez badanie zmian potencjatow oksydoredukcyjnych
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przy uzyciu oczyszczonych frakcji odbarwiajacych biekit remazolowy i kwas karminowy.
W efekcie okazato si¢, ze Trametes versicolor wydziela do podtoza wzrostu enzymy
odbarwiajgce biekit remazolowy oraz kwas karminowy, przy czym podioza idiofazowe
zwlaszcza zawierajgce kwas ferulowy zwigkszaly poziom odbarwiania obu barwnikow.
Funkcja odbarwiajaca zwigzana byta gléwnie z aktywnoscig lakazy. Poziom degradacji
modelowych substratow ligninowych, takich jak dimer gwajacyloglicerolo - f-gwajacylowy
i frakcja lignosulfoniandbw o masie czasteczkowej 29,5 kDa, wydajnie zwigkszatl si¢
w obecno$ci  niskoczgsteczkowych mediatorow takich jak ABTS, HBT czy kwas
karminowy. Analizy woltamperometryczne wykazaly nieodwracalny udzial kwasu
karminowego w procesie degradacji kwasow lignosulfonowych. Wyniki przeprowadzonych
analiz staly si¢ trescig przygotowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej pt. ,,Wplyw
mediator6w na degradacj¢ modelowych preparatow ligninowych przez Trametes

versicolor”.

Wyniki doswiadczen prowadzonych przeze mnie przed obrong pracy doktorskiej staty sie

cz¢scig nastepujacych opracowan naukowych:

1. Nowak G., Matuszewska A., Nowak M., Malarczyk E. (1997) Activities of selected
oxidases in idiophasic cultures of Trametes versicolor and Pleurotus eryngii. Proc.
of Second TAPPI Biological Sciences Symposium, San Francisco, 397-400. IF = 0
punkty MNiSW = 3

2. Nowak G., Matuszewska A., Nowak M. (1998) Protein secretion and oxidasic
activities in idiophasic cultures of Trametes versicolor. Proc 7th Int. Conference on
Biotechnology in the Pulp and Paper Industry, Technical Section CPPA, Montreal,
Quebec, Canada, Vol. B, 131-134. IF = 0 punkty MNiSW = 3

3. Cho N. S,, Park J.M., Choi T.H., Matuszewska A., Jaszek M., Grzywnowicz K.,
Malarczyk E., Trojanowski K., Leonowicz A. (1999) Carminic acid, Remazol
Brillant Blue R and Hardwood KP bleaching effluent can be decolorized by of
wood-rotting fungi and laccase.. Proceedings of International Seminar “New
Horizon of Biosciences in Forest Products Fields”, April 21-22, Chungbuk National
University, Cheongju, Korea, 143-151. IF = 0 punkty MNiSW = 3

4. Cho N. S., Park J.M.,. Choi T.H, Matuszewska A., Jaszek M., Grzywnowicz K.,
Malarczyk E., Trojanowski K., Leonowicz A. (1999) The effect of wood rotting

fungi and laccase on destaining of dyes and KP bleaching effluent. Journal of the
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Korean Wood Science and Technology (ISSN 1017-0715) 4, 72-79. IF = 0 punkty
MNISW =3

5. Leonowicz A., Matuszewska A., Luterek J., Ziegenhagen D., Wojtas-Wasilewska
M., Cho N.S., Hofrichter M., Rogalski J. (1999) Biodegradation of lignin by white
rot fungi. Fungal Genetics and Biology 27, 175-185. IF = 3,175 punkty MNiSW = 30

6. Leonowicz A., Matuszewska A., Luterek J., Ziegenhagen D., Wojtas-Wasilewska M.,
Hofrichter M., Rogalski J., Cho N.S. (1999). Effect of superoxide dismutase and low
molecular mediators on lignin degradation. Korean J. Wood Sci. Technol. 27, 1-14. IF
= 0 punkty MNiSW =3

7. Leonowicz A., Luterek J., Wojtas-Wasilewska M., Matuszewska A., Hofrichter M.,
Ziegenhagen D., Rogalski J., Cho N.S. (1999) The role of fungal laccase in
biodegradation of lignin. Korea Tappi 31, 1-11. IF = 0 punkty MNiSW = 3

8. Leonowicz A., Matuszewska A., Luterek J., Ziegenhagen D., Wojtas-Wasilewska
M., Hofrichter M., Rogalski J., Cho N.S. (1999) White-rot fungi as lignin degraders.
Proc Intern. Sem. “New Horizon of Biosciences in Forest Products Fields”, April 21-
22, Chungbuk Nat. Univ. Choengju, Korea, 175-193. IF = 0 punkty MNiSW = 3

9. Leonowicz A., Cho N.S., Luterek J., Wojtas-Wasilewska M., Matuszewska A.,
Hofrichter M., Ziegenhagen D., Rogalski J. (1999) Possible lignin transformation by
fungal laccase. Proc. of the Korean Society of Wood Science and Technology
Annual International Meeting, April, 23-24, Seul, 1-19. IF = 0 punkty MNiSW = 3

10. Leonowicz A., Cho N-S., Luterek J., Jarosz-Wilkotazka A., Wojtas-Wasilewska M.,
Matuszewska A., Hofrichter M., Ziegenhagen D., Rogalski J. (2000) Fungal
laccase: properties and activity on lignin. Proc. 2nd Intern. Symp. New Horizon of
Bioscience in Forest Products Fields. (Ed. N-S Cho), Chungbuk National University,
Cheongju, Korea, 72-131. IF = 0 punkty MNiSW =3

11. Leonowicz A., Cho N-S., Ohga S., Luterek J., Wilkotazka A., Matuszewska A.,
Wojtas-Wasilewska M., Leonowicz J., Rogalski J. (2001) Mediators of fungal
laccase. Proceedings of the Korean Society of Wood Science of Wood Science and
Technology Annual Meeting, Seul, Korea, ISSN 1225-6811, B-8, 171-185. IF = 0
punkty MNiSW = 3

12. Leonowicz A., Luterek J., Wilkotazka A., Wojtas-Wasilewska M., Matuszewska A.,
Hofrichter M.., Wesenberg D., Rogalski J., Cho N-S. (2001) Possible lignin
transformation by fungal laccase. Proc. 3 Int. Symp. “New Horizon of Bioscience in
Forest Products Fields.” Choengju, Korea, 129-182. IF = 0 punkty MNiSW =3
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13. Leonowicz A., Matuszewska A., Luterek J., Malarczyk E., Wilkotazka A., Luterek
J., Cho N-S. (2001) Fungal laccase cooperates with acetovanillone and
acetosyringone as the mediators in depolymerization of lignosulphonates. Proc. 3 Int.
Symp. “New Horizon of Bioscience in Forest Products Fields®, Choengju, Korea,
193-204. IF = 0 punkty MNiSW =3

14. Leonowicz A., Cho N-S., Luterek J., Wilkotazka A., Wojtas-Wasilewska M.,
Matuszewska A., Hofrichter M., Wesenberg D., Rogalski J. (2001) Fungal laccase:
properties and activity on lignin. J. of Basic Microbiol. 41, 3-4, 185-227. IF = 1,58
punkty MNiSW = 15

15. Leonowicz A., Matuszewska A., Malarczyk E., Jarosz-Wilkotazka A., Luterek J.,
Janusz G., Ginalska G., Rogalski J., Cho N-S. (2003) Screening for redox mediators
cooperating with immobilizm laccase In depolymerization of lignosulphonates. Proc.
4 Int. Symp. “New Horizon of Bioscience in Forest Products Fields “, April 24-25,
Choengju, Korea, 166-178. IF = 0 punkty MNiSW =3

Wyniki badan, w ktérych uczestniczytam przed uzyskaniem stopnia doktora staty si¢ rowniez
treScig streszczen zaprezentowanych na konferencjach miedzynarodowych (5) oraz
krajowych (7).

Sumaryczny wspotczynnik wpltywu (IF) moich prac, opublikowanych przed uzyskaniem
stopnia doktora nauk biologicznych zgodnie z rokiem opublikowania wyniost: 4,755

Suma punktow MNiSW uzyskanych przeze mnie za prace opublikowane przed uzyskaniem

stopnia doktora zgodnie z rokiem opublikowania: 81 pkt.

B) PRZEBIEG MOJEJ PRACY NAUKOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA
DOKTORA ORAZ REALIZOWANE AKTUALNIE ZADANIA BADAWCZE

Moje zainteresowania badawcze z powyzszego okresu pracy naukowej mozna podzieli¢ na

kilka grup tematycznych:

1. Badania elektrochemiczne dotyczace enzymow grzybowych, takich jak lakaza
dehydrogenaza celobiozowa, oraz wykorzystanie metod elektrochemicznych do

pomiaru aktywnosci antyoksydacyjnej.

2. Badania dotyczace metabolizmu tkanki kostnej oraz udzialu bisfosfonianow

procesach zwigzanych z tym metabolizmem. Przebudowa wewngtrzna tkanki kostnej
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4.

jest procesem wielofazowym modulowanym przez dziatajace ogolnie hormony

witaminy oraz przez czynniki miejscowe, takie jak cytokiny a wsrdd nich peptydowe
czynniki roznicowania i wzrostu oraz prostaglandyny. Najistotniejszymi czynnikami
odpowiedzialnymi za zachowanie réwnowagi mi¢dzy procesem tworzenia i resorpcji
kosci s3 RANKL 1 OPG. Przeprowadzone eksperymenty dotyczyly wpltywu
bisfosfonianow na wymienione czynniki zwigzane z metabolizmem tkanki kostnej
oraz optymalizacji warunkéw oznaczania dwoch wybranych bisfosfonianow
(pamidronianu i zoledronianu) przy pomocy wysokosprawnej chromatografii
cieczowej i elektroforezy kapilarnej. Analizowane byly roéwniez wlasciwosci fizyczne
cementu kostnego wzbogaconego pamidronianem. Badania te sg nadal prowadzone
we wspolpracy z pracownikami Uniwersytetu Medycznego w Lublinie i majg na celu
weryfikacje odpowiedzi biochemicznej u pacjentow, ktorym wprowadzono cement

kostny wzbogacony pamidronianem.

Badania procesow proteolizy prowadzonych przez grzyby bialej zgnilizny drewna,

kontekscie ich udzialu w odpowiedzi stresowej, jak i regulacji aktywnosci proteaz
(serynowych, aspartylowych, cysteinowych i metaloproteaz) przez ich naturalne
inhibitory. Prace zwigzane byly rowniez z poszukiwaniem, izolacja oraz
charakterystyka naturalnych inhibitorow proteaz serynowych oraz aspartylowych.
Wiyniki tych badan moga wskaza¢ mozliwosci biotechnologicznego wykorzystania
proteaz grzybowych oraz ich inhibitorow, réwniez jako czynnikow bioaktywnych

zwigzanych z procesami nowotworzenia oraz hemostazy.

Badania zmierzajace do okreSlenie wzajemnych zalezno$ci regulacyjnych pomiedzy
lakaza a enzymami proteolitycznymi w celu wyjasnienia mechanizméw tych
zaleznosci oraz potencjalnego zastosowania biotechnologicznego. Doswiadczenia

dotyczyty gtdéwnie modyfikacji proteolitycznych lakazy z C. unicolor.

Poszukiwanie grzybowych preparatow bioaktywnych 0 unikalnych wiasciwosciach
biologicznych oraz wykazanie ich potencjalu aplikacyjnego (zastosowania
biomedyczne). Badania te obejmowaty trzy grupy zwigzkow produkowanych przez
grzyby Dbialej zgnilizny drewna: a) niskoczasteczkowe metabolity wtorne,
b) glikoproteiny, takie jak np. lakaza oraz c) polisacharydy, ktore w dalszym ciagu sa
przedmiotem mojej pracy naukowej zwigzanej z badaniem aktywnosci cytotoksycznej

I przeciwnowotworowej substancji grzybowych. Prowadzone prace zostaly
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rozszerzone o kolejne linie nowotworowe, m.in. raka jelita grubego (wyniki badan
zrealizowanych we wspotpracy z Zaktadem Wirusologii i Immunologii, Wydziat
Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie, sa obecnie na etapie publikacji). Analizy
dotycza nie tylko weryfikacji aktywnosci przeciwnowotworowej, jaka wykazuja
frakcje niskoczasteczkowych metabolitow wtornych, ale rowniez zmierzajg do izolacji
I charakterystyki struktury chemicznej konkretnych zwigzkéw, odpowiedzialnych za
ta aktywnos$¢. Badania majg roéwniez na celu poznanie biochemicznych
i molekularnych mechanizmoéw dziatania substancji izolowanych zaréwno z grzybni
jak i $rodowiska pohodowlanego gatunku C. unicolor na komoérki nowotworowe
I obecnie skupiajg si¢ na mechanizmach dziatania lakazy na komorki raka szyjki
macicy oraz prawidlowe komorki nablonka szyjki macicy HPV16-pozytywne.
Zastosowanie w medycynie enzymow grzybowych takich jak lakaza nadaje tym
organizmom szczegOlne znaczenie w  kontek$cie nowoczesnych narzedzi

biotechnologicznych.

6. Badania dotyczace potencjatu  biotechnologicznego substancji  grzybowych
prowadzone przy wspotpracy z pracownikami naukowymi Politechniki Lubelskiej,
polegajace na modyfikacjach sktadu klejow epoksydowych substancjami
grzybowymi, w celu zwigkszenia odpornosci klejow na procesy starzenia pod
wpltywem czynnikow zewnetrznych. W badaniach zastosowane byty frakcje
zewnatrzkomérkowych metabolitow wtornych z P. sanquineus oraz z C. unicolor.
Wyboru preparatéw dokonatam w oparciu o ich zdefiniowane wczesniej wlasciwosci
antyoksydacyjne i przeciwbakteryjne. Wyniki badan mikroskopowych i analiza
wlasciwosci mechanicznych modyfikowanych mieszanek klejowych wykazaty, ze
dodatek jednej z frakcji niskoczasteczkowych z P. sanquineus znaczaco podnosit
odporno$¢ kleju na procesy starzenia oraz dzialanie zewnetrznych czynnikow
srodowiskowych w stosunku do kleju niemodyfikowanego. Uzyskane wyniki staty si¢
przedmiotem zgloszenia patentowego oraz przygotowanych do publikacji prac
badawczych. Nawigzana wspolpraca z jednostkami Politechniki Lubelskiej stwarza

realng szanse na kontynuacje tego kierunku badan.

Wyniki prac prowadzonych przeze mnie po obronie doktoratu zostaly opublikowane

W nastepujacych artykutach naukowych nie wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego:
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1. Matuszewska A., Rogalski J. (2005) Electrochemical analysis of properties of laccase
mediators against lignin model compounds. Acta Biochim. Polon. 52, Suppl. 1/2005,
181. IF =1,863, punkty MNiSW =3

2. Matuszewska A., Rogalski J., Szwarc M. (2007) Optimization of culture medium for
laccase production by Trametes versicolor. Acta Biochim. Polon. 54, 4/2007, 188. IF
= 1,261, punkty MNiSW =0

3. Matuszewska A., Rogalski J., Matuszewski L., Mazurkiewicz T. (2008)
Determination of bisphosphonates: pamidronate and zolendronate by HPLC method.
Acta Biochim. Polon. 54, 3/2008. IF = 1,448, punkty MNiSW =0

4. Matuszewska A., Kiszka P., Rogalski J., (2010) Electrochemical studies of a laccase
produced in Cerena unicolor and Trametes versicolor. Acta Biochim. Polon. Vol. 57
suppl. 4/2010, p 14.35.

5. Matuszewski L., Matuszewska A., Mazurkiewicz T., Rogalski J., Cho N-S., Ohga S.
(2011) Determination of bisphosphonates by ion-pair HPLC. J. Fac. Agr. Kyushu
Univ., 56 (2), 213-216. IF = 0,272, punkty MNiSW = 20

6. Grzywnowicz K., Jaszek M., Matuszewska A. (2011) Biotechnologia naturalnych
inhibitorow proteaz — perspektywa grzybowa., ISBN: 978-83-62653-12-6, 28-34. IF =
0, punkty MNiSW =0

7. Matuszewski L., Matuszewska A., Polkowska I., Jaszek M., Gragz M., Mazurkiewicz
T., Gagata J. (2013) Determination of pamidronate in bisphosphonate—enriched
cement implanted in rats by ion—pair HPLC and capillary electrophoresis. Bulletin of
the Veterinary Institute in Pulawy, 57 (2),257-262. IF = 0,365, punkty MNiSW = 20

8. Matuszewski L., Matuszewska A., Jaszek M., Stefaniuk D., Grzywnowicz K.,
Mazurkiewicz T., Gagata J., Sivastava A. (2013) The presence of pamidronate in bone
cement affects biochemical markers in rats serum. Bulletin of the Veterinary Institute
in Pulawy, 58 (2) 295-299. IF = 0,357, punkty MNiSW = 15

9. Matuszewski L., Olchowik G., Mazurkiewicz T., Kowalczyk B. Zdrojewska A.,
Matuszewska A., Ciszewski A., Gospodarek M., Morawik I. (2013) Biomechanical

parameters of the BP-enriched bone cement. European Journal of Orthopaedic Surgery
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and Traumatology, 1-7. DOI. 10.1007/s00590-013-1230-1. IF = 0,181, punkty
MNiSW = 15

10. Matuszewski L., Turzanska K., Matuszewska A., Jablonski M., Polkowska I.,

11.

12.

Mazurkiewicz T. (2013) Effect of implanted bisphosphonate-enriched cement on the
trabecular microarchitecture of bone in a rat model using micro-computed
tomography. International Orthopaedics. 37 (6), 1187-93. IF = 2,019, punkty MNiSW
=30

Dulemba J., Matuszewska A., Stefaniuk D., Jaszek M. (2013) Perspektywy
wykorzystania proteaz cysteinowych i ich inhibitorow w biotechnologii i medycynie.
Progress in medical sciences. 1, Politechnika Lubelska ISBN 978-83-63569-63-1
(75-95). IF = 0, punkty MNiSW =4

Chilkiewicz M., Jaszek M., Stefaniuk D., Matuszewska A. (2013) Proteazy serynowe
1 ich inhibitory jako nowoczesne narzedzia wykorzystywane w medycynie
I biotechnologii. Progress in medical sciences. 1, Politechnika Lubelska, ISBN 978—
83-63569-63-1 (98-120). IF = 0, punkty MNiSW = 4

13. Mazurkiewicz T., Matuszewski L., Matuszewska A., Jaszek M. (2013) Implanted

bisphosphonates in bone cement affect bone markers in rat serum. International
Orthopaedics, Volume 37(5), 969-974. IF = 2,019, punkty MNiSW = 30

14. Jaszek M., Kos K., Matuszewska A., Gragz M., Stefaniuk D., Osinska—Jaroszuk M.,

Prendecka M., Jozwik E., Grzywnowicz K. (2014) Effective stimulation of the
biotechnological potential of the medicinal white rot fungus: Phellinus pini by
menadione-mediated oxidative stress. Applied Biochemistry and Biotechnology, 174,
644-656. IF=1,735, punkty MNiSW = 20

15. Janusz G., Jaszek M., Matuszewska A., Draczkowski P., Osifiska—Jaroszuk M. (2015)

16.

Proteolytic modifications of laccase from Cerrena unicolor. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, 122, 330-338. IF = 2,189, punkty MNiSW = 25

Rudawska A., Warda T., Haniecka I., Jaszek M., Matuszewska A., Stefaniuk D.
Sposéb wytwarzania modyfikowanego kleju epoksydowego oraz jego zastosowanie:

2015 (P.411264). IF = 0, punkty, MNiSW = 2
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17. Bancerz R., Osinska-Jaroszuk M., Jaszek M, Sulej J., Wiater A., Matuszewska A.,

Rogalski J. (2018) Fungal polysaccharides as a water-adsorbing material in esters
production with the use of lipase from Rhizomucor variabilis. International Journal of
Biological Macromolecules, 118(A), 957-964. IF = 3.909, punkty MNiSW = 35

18. Osinska-Jaroszuk M., Jaszek M., Starosielec M., Sulej J., Matuszewska A., Janczarek

M., Bancerz R., Wydrych J., Wiater A., Jarosz-Wilkotazka A. (2018) Bacterial
exopolysaccharides as a modern biotechnological tool for modification of fungal
laccase properties and metal ion binding. Bioprocess and Biosystems Engineering,
41(7), 973-989. IF = 2.113, punkty MNiSW =30

Najwazniejsze rezultaty naukowe po uzyskaniu stopnia doktora niewchodzace w sklad

osiagnie¢cia naukowego:

1.

Otrzymywanie i charakterystyka naturalnych grzybowych inhibitoréw proteaz.

Wykazanie mozliwosci proteolitycznej modyfikacji lakazy z C. unicolor, oraz
zalezno$ci regulacyjnych pomiedzy lakaza, a enzymami proteolitycznymi poprzez
zastosowanie komercyjnych proteaz, celem polepszenia parametrow katalitycznych

lakazy.

Wykazanie mozliwosci stabilizacji aktywno$ci enzyméw lipolitycznych przy uzyciu

polisacharydéw pochodzenia bakteryjnego i grzybowego.

Okreslenie wlasciwosci cementu kostnego wzbogaconego pamidronianem, oraz zmian
poziomu markeréw obrotu kostnego po implantacji tego cementu do ko$ci zwierzat
laboratoryjnych, jak rowniez przesledzenie zmian w mikroarchitekturze tkanki
kostnej, po miejscowym wprowadzeniu cementu kostnego wzbogaconego

pamidronianem.

Wykorzystanie wybranych preparatow grzybowych do modyfikacji sktadu klejow
epoksydowych w celu poprawy odpornosci tych klejow na procesy starzenia oraz

dziatanie zewngtrznych czynnikow srodowiskowych.
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Sumaryczny wspdtczynnik wpltywu (IF) moich prac, opublikowanych po uzyskaniu stopnia
doktora nauk biologicznych (z wylaczeniem prac ztozonych do oceny w postgpowaniu

habilitacyjnym) zgodnie z rokiem opublikowania wynidst: 19,731

Suma punktow MNiSW uzyskanych przeze mnie za prace opublikowane po uzyskaniu
stopnia doktora (z wytaczeniem prac ztozonych do oceny w postepowaniu habilitacyjnym)

zgodnie z rokiem opublikowania: 253 pkt.

Podsumowanie catego dorobku (z wytaczeniem prac ztozonych do oceny w postepowaniu

habilitacyjnym): IF = 24,486 (punkty MNiSW = 334)
VI) PLANY NAUKOWE

Moje przyszte plany naukowe sag w zasadzie kontynuacja obecnie realizowanych nurtow

badawczych.

1. Otrzymywanie, charakterystyka i badania potencjalu biomedycznego nowych,
naturalnych, grzybowych inhibitorow proteaz o dziataniu modulujagcym procesy
hemostazy w organizmie czlowieka. Zakres badan bedzie obejmowat analize wptywu
nowych czynnikdbw na proces aktywacji ptytek krwi, oraz analize wlasciwosci
fibrynolitycznych i trombolitycznych wybranych preparatow. Wprowadzenie do
praktyki biochemicznej i1 klinicznej zwiazkow grzybowych o dziataniu pro- lub
antykoagulacyjnym pozwoli na tworzenie nowych modeli doswiadczalnych
opierajacych si¢ na bioaktywnych zwigzkach pochodzenia naturalnego i badanie
mechanizmow ich dziatania. W przyszloSci za§ by¢ moze stworzy szans¢ na
zaoferowanie pacjentom badanych substancji grzybowych w postaci suplementow lub

sktadnikow nowych lekow.

2. Kontynuacja badan zwigzanych z dziataniem lakazy z C. unicolor na komorki raka
szyjki macicy. Badania beda zwigzane z poznaniem mechanizméw dzialania tego
enzymu. Bioragc pod uwage wysoki potencjal utleniania lakazy wydaje si¢ by¢
uzasadniona analiza podstawowych markeréw stresu oksydacyjnego, ktéry jest
jednym z mechanizméw indukcji apoptozy i autofagii, tj. procesow, ktore moga
prowadzi¢ do $mierci komorek nowotworowych. Badanie zmian w mitochondrialnym
potencjale transbtonowym lub wybranych szlakach sygnatowych 1 zaangazowanych
biatkach w regulacji apoptozy 1 autofagii okre§la rodzaj $mierci komorki

I mechanizmy jego aktywacji w komoérkach narazonych na nietoksyczne st¢zenia
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lakazy. Ponadto wyniki badan nad zdolno$cig komoérek nowotworowych do
programowanej $mierci, a takze wytwarzaniem autokrynnych cytokin i czynnikow
wzrostu wraz z wynikami dotyczacymi prowadzenia kokultur komorek raka szyjki
macicy z rdéznymi subpopulacjami fibroblastow dostarcza informacji na temat
potencjalu  przeciwnowotworowego lakazy 1 zdolnosci do modulowania
mikrosrodowiska guza. Uzyskane wyniki mogg by¢é pomocne przy projektowaniu
nowych strategii chemoprewencyjnych i terapeutycznych, na przyktad na podstawie
dziatania zewnetrznego lakazy z C. unicolor stosowanej samodzielnie lub
W potgczeniu z tradycyjnymi lekami. Zastosowanie enzymow grzybowych, takich jak
lakaza w medycynie, nadaje tym organizmom szczegélne znaczenie w konteks$cie

wspotczesnej biotechnologii.

3. Okreslenie struktury chemicznej 1 charakterystyka biochemiczna, oraz proby
praktycznego zastosowania niskoczgsteczkowych substancji grzybowych. Moje
badania beda zwigzane z charakterystyka zwigzkoéw niskoczasteczkowych oraz
badaniem ich potencjalu biomedycznego w kierunku takich nowotworoéw jak np. rak
jelita grubego, ktory jest jednym z najczestszych nowotwordw na $wiecie 1 drugim
najczesciej wystepujacym nowotworem w  krajach rozwinigtych. Chirurgia
I chemioterapia sa rutynowymi metodami leczenia pacjentow z rakiem okreznicy.
Jednak korzysci z chemioterapii sa nadal przedmiotem dyskusji, poniewaz duza cze$¢
pacjentdéw umiera z powodu nawrotu choroby. Dlatego tez poszukiwanie nowych
terapii ma tutaj szczeg6lne znaczenie. W moich badaniach chciatabym si¢ skupi¢ na
mechanizmach dziatania substancji grzybowych na komoérki nowotworowe.
W procesiec nowotworzenia okreznicy wazng rol¢ odgrywaja metaloproteinazy
macierzy pozakomoérkowej (MMP) i ich inhibitory tkankowe. Jedng z metaloproteinaz
o0 istotnym znaczeniu w rozwoju raka okreznicy jest MMP-9. Moje badania beda wigc
dotyczy¢ m.in. wplywu substancji grzybowych na metaloproteinazy zaangazowane

W proces rozrostu guza pierwotnego oraz w proces jego przerzutowania.

4. Z przeprowadzonych wczesniej badan wynika, ze pamidronian uwalniany z cementu
kostnego pozytywnie wplywa na uktad OPG/RANKL/RANK i TNF-a wzmacniajac
procesy osteogenezy kosztem obnizenia tempa resorpcji tkanki kostnej, jak rowniez
pozytywnie wplywa na mikroarchitektur¢ kosci. W dobie szerokiego stosowania
biomateriatbw ~w  praktyce  klinicznej  zastosowanie cementu  kostnego

Z pamidronianem wydaje si¢ by¢ uzasadnione. Dlatego tez badania zwigzane
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z wptywem modyfikowanego cementu kostnego na organizm czlowieka sa nadal

zwigzane z moimi planami naukowymi. Badania te bgda si¢ skupia¢ na analizach

poziomu markerdw obrotu kostnego u pacjentow po implantacji cementu kostnego

z bisfosfonianem poddanych aloplastyce stawow biodrowych lub kolanowych, oraz

chorych, u ktorych pojawita si¢ koniecznos¢ wypekienia ubytkéw kostnych.

VII. Podsumowanie aktywnoS$ci naukowej

Dane bibliometryczne IFa Punkty
MNiSWP
Publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego - 6 publikacji 12,608 145
Patenty wchodzace w sklad osiggniecia naukowego - 2 patenty 60
Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR) (z wylaczeniem prac wchodzacych w sktad osiggnigcia
naukowego):
A) przed uzyskaniem stopnia doktora - 2 publikacje 4,755 45
B) po uzyskaniu stopnia doktora - 13 publikacji 19,731 240
Publikacje naukowe w czasopismach migdzynarodowych lub krajowych
innych niz znajdujace si¢ w bazach lub na liscie JCR:
A) przed uzyskaniem stopnia doktora - 12 publikacji 36
B) po uzyskaniu stopnia doktora - 5 publikacji 16
Liczba streszczen naukowych prezentowanych na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych:
A) przed uzyskaniem stopnia doktora - 12 - -
B) po uzyskaniu stopnia doktora - 18
Laczna liczba publikacji * Razem: 48 37,094 542
- IF zgodnie z rokiem opublikowania
b=~ MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania
*Wykaz wszystkich prac obejmujacych moj dorobek naukowy przedstawiono
w Zataczniku nr 3
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