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l. Imie¢ i nazwisko
dr Grzegorz Janusz
Zaktad Biochemii
Wydziat Biologii i Biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin
gjanusz@poczta.umcs.lublin.pl
tel.+48 81 537-55-21, fax +48 81 537-56-65

1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2000 Magister biologii
Praca magisterska pt.:” Optymalizacja hodowli i oczyszczanie
dekstranazy z Penicillium funiculosum ATCC 11797"
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
2001 Master en Management Europeen
EDHEC School of Management Lille
2005 Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii
Rozprawa doktorska pt.: "Badania poréwnawcze lakaz
grzybowych"
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
I11.  Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
01.12.2000 - V Ramowy Program Unii Europejskiej [grant ICA2-CT-2000-
01.09.2003 10050-EURCURR 12-38] realizowany w Zaktadzie Biochemii
UMCS - wykonawca
01.11.2003 - Asystent w Zakladzie Biochemii UMCS
01.01.2007
0Od 01.02.2007 Adiunkt w Zaktadzie Biochemii UMCS

IV.  Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

A) Tytul osiagniecia:

Znaczenie lakazy z grzyba bialej zgnilizny Cerrena unicolor w adaptacji tego organizmu
do zmiennych warunkow srodowiska i rozktadu réZnych gatunkdw drewna

Osiagnigcie naukowe zgloszone do postepowania habilitacyjnego stanowi cykl 5 prac
oryginalnych i 2 prac przegladowych opublikowanych w latach 2012—2017.



Grzegorz Janusz Zatacznik 2

B) Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagniecia naukowego:

5 oryginalnych prac eksperymentalnych:

1.

Janusz G., Mazur A., Checinska A.*, Matek W., Rogalski J., Ohga S. (2012) Cloning
and characterization of a laccase gene from biotechnologically important basidiomycete
Cerrena unicolor. J. Fac. Agr., Kyushu Univ. 57(1):41-49

IF2011: 0,212 MNISW: 20

Kucharzyk K.H., Janusz G., Kaczmarczyk I. *, Rogalski J. (2012) Chemical
modifications of laccase from white-rot basidiomycete Cerrena unicolor. Appl
Biochem Biotechnol 168(7):1989-2003

IF2012: 1,893 MNiSW: 25

Janusz G., Jaszek M., Matuszewska A., Dragczkowski P., Osinska-Jaroszuk M. (2015)
Proteolytic modifications of laccase from Cerrena unicolor. J. Mol. Cat. B: Enz., 122,
pp. 330-338

IF2012: 2,189 MNiSW: 25

Janusz G.®, Sulej J., Jaszek M., Osinska-Jaroszuk M. (2016) Effect of different
wavelengths of light on laccase, cellobiose dehydrogenase, and proteases produced by
Cerrena unicolor, Pycnoporus sanguineus and Phlebia lindtneri. Acta Biochim. Pol.
63, 63(2): 223-228

IF2012: 1,159 MNiSW: 15

Janusz G. ¥, Mazur A., Wielbo J., Koper P., Zebracki K., Pawlik A., Ciotek B.,
Paszczynski A., Kubik-Komar A. (2018) Comparative transcriptome analysis of white
root fungus Cerrena unicolor reveals different metabolic strategies- Microbiol. Res.
207: 256-268

IF2016: 3,037 MNISW: 25

i 2 prace przegladowe:

Janusz G. ¥, Kucharzyk K.H., Pawlik A., Staszczak M., Paszczynski A.J. (2013)
Fungal laccase, manganese peroxidase and lignin peroxidase: Gene expression and
regulation. Enzyme Microb. Technol. 52(1):1-12.

IF2013: 2,966 MNiSW: 30

Janusz G. ¥, Pawlik A., Sulej J., Swiderska-Burek U., Jarosz-Wilkotazka A.,
Paszczynski A. (2017) Lignin degradation: microorganisms, enzymes involved,
genomes analysis and evolution, FEMS Microbiol. Rev. 41(6): 941-962

IF2016: 12,198 MNiSW: 45

Laczny wspolczynnik oddzialywania (IF) w.w. publikacji zgodnie z rokiem
opublikowania: 23.654

Suma punktow za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW 185 pkt

* jest ,,Checinsks”, powinno by¢ ,,Checinska”
* jest ,,Karczmarczyk”, powinno by¢ ,,Kaczmarczyk”
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D) Omo6wienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Cel naukowy wybranych prac:

Celem badan przedstawionych w osiagnieciu naukowym byto okre$lenie znaczenia lakazy
w adaptacji grzyba Cerrena unicolor do zmiennych warunkéw srodowiska i rozktadu
réznych gatunkow drewna. Prace badawcze, ktore doprowadzity do realizacji tego celu

obejmowaty:

1. Identyfikacje i sekwencjonowanie genu lacl kodujacego lakaze C. unicolor, zmapowanie
regionu promotorowego tego genu oraz identyfikacje elementéw regulatorowych

zaangazowanych w ekspresje lacl.

2. Okreslenie znaczenia modyfikacji potranslacyjnych (chemicznych i proteolitycznych)

dla aktywnosci lakazy C. unicolor w uktadzie in vitro.

3. Okreslenie istotnosci lakazy w metabolizmie C. unicolor w zmiennych warunkach
srodowisk naturalnych. W tej czesci badan szczegOlne znaczenie miato udowodnienie
zroznicowanej biosyntezy lakazy w zalezno$ci od rodzaju rozktadanego drewna oraz

warunkOw naswietlenia podczas wzrostu grzyba.

Wprowadzenie — przedmiot badan

Ztozona morfologia $ciany komodrkowej roslin 1 duza odporno$¢ chemiczna substancji
wchodzacych w jej sklad sprawia, ze jedynie bakterie 1 grzyby moga efektywnie rozktadaé
drewno. Organizmy posiadajagce zdolno$¢ degradacji kompleksu ligninocelulozowego
pokonuja liczne bariery, by zainfekowa¢ rosling i w efekcie wykorzysta¢ jej materiat
organiczny dla swojego wzrostu [Kirk, 1983]. Organizmy nalezgce do krolestwa Fungi w
sprzyjajacych warunkach wyksztatcajg strzepki utatwiajgce im penetracje w glab $ciany
komorkowej ro$lin oraz enzymy dyfundujace do podloza wzrostu [Smith i Berry, 1974]. W

oparciu o strategi¢ rozktadu drewna grzyby uczestniczace w tym procesie zostaty podzielone
natrzy grupy:

a grzyby ,brunatnej zgnilizny drewna"

o grzyby ,biatej zgnilizny drewna”

o grzyby ,,migkkiej zgnilizny drewna” [Schwarze, 1999].
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Wisrod niebezpiecznych patogenow drzew powodujacych biatg zgnilizng drewna, znajduja
si¢ organizmy zdolne do przeprowadzenia catkowitego rozktadu tkanki roslinnej tacznie z
ligning, co jednoczes$nie uwaza si¢ za detoksyfikacje $srodowiska z substancji fenolowych
powstajacych w procesie rozpadu ligninocelulozy. Szczegolne zdolnosci grzybOw biatej
zgnilizny do degradacji ligninocelulozy wynikajg nie tylko z organizacji ich strzepek, ktore
ulatwiajg im penetracje w glab $ciany komorkowej drewna, ale takze ze zdolno$ci produkcji
specyficznych enzymow katalizujacych rozklad poszczegdlnych skladnikéw drewna, jak
rowniez niskoczasteczkowych  substancji  ulatwiajagcych  enzymatyczng degradacje
ligninocelulozy [Kirk, 1983; Smith i Berry, 1974].

Grzybowe enzymy zaangazowane w rozklad drewna mozna podzieli¢ na kilka grup w
zalezno$ci od rodzaju polimeru, w ktorego rozktadzie uczestniczg. Sposrod celulaz nalezy
wymieni¢: endo-glukanaze, egzo-glukanaze, p-1,4-glukozydaz¢ oraz dehydrogenaze
celobiozowa (CDH). Natomiast do rozktadu hemicelulozy niezbedne sg enzymy
ksylanolityczne (endo-1,4-B-ksylanaza i [-ksylozydaza, a-L-arabinofuranozydaza, o-
glukuronidaza 1 acetyloesteraza) oraz mannanolityczne (endo-1,4-B-mannanaza, f-
mannozydaza, B-glukozydaza i o-galaktozydaza). Rozktad trzeciego polimeru tj. ligniny
wydaje si¢ najbardziej skomplikowany, a enzymy biorace udzial w tym procesie zostaty
podzielone na kolejne dwie podgrupy ze wzgledu na zakres interakcji z substratem. Pierwsza
podgrupa, zwana obecnhie LME (Lignin Modifying Enzymes) obejmuje fenylooksydazy
(lakaza, peroksydazy) i dioksygenazy, druga obejmuje enzymy wspotdziatajagce z enzymami
grupy pierwszej (LDA — Lignin Degrading Auxiliary Enzymes) (m.in. oksydazg glioksalowg i
dehydrogenaze celobiozowa), ale pozbawione zdolno$ci samodzielnego oddzialywania na
drewno [Janusz i wsp. 2017].

Lakaza (EC 1.10.3.2) to enzym, ktory w warunkach tlenowych jest zdolny do utleniania
wielu zwigzkéw aromatycznych, wilacznie z wystepujacymi  w ligninie aminami
aromatycznymi, benzenotiolami i hydroksyindolami. Ponadto ws$rod substratow lakazy
znajduja si¢ zwiazki nieorganiczne/organiczne zawierajace jony metali: mangan lub zelazo.
Uwaza sig, ze lakaza grzybowa poza funkcjg w rozktadzie ligniny moze petnié istotng role w
patogenezie kryptokokozy (grzybica), detoksyfikacji $rodowiska naturalnego oraz
morfogenezie grzybow [Janusz i wsp., 2017].

Cerrena unicolor (gmatkowka szarawa) jest grzybem biatej zgnilizny drewna, w warunkach
naturalnych rozwijajgcym si¢ na zywym lub martwym drewnie wielu drzew liSciastych takich

jak: jesion (Fraxinus excelsior), brzoza (Betula L.), wierzba (Salix L.), klon (Acer L.), jabton
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dzika (Malus sylvestris), jarzgb (Sorbus L.), kasztanowiec zwyczajny (Aesculus
hippocastanum). Dotychczas wykazano, ze grzyb ten jest producentem kilku izoform lakazy,
peroksydazy manganozaleznej, dehydrogenazy celobiozowej, celulaz i ksylanaz biorgcych
udziat w degradacji ligninocelulozy i stanowi wazne ogniwo w procesach rozkladu drewna.
Analiza sekwencji genomu C. unicolor wskazuje, ze liczba gendéw kodujgcych enzymy
zaangazowane w rozktad drewna moze by¢ znacznie wicksza, a ich ekspresja moze w duzej
mierze zaleze¢ od sktadu podtoza i warunkéw hodowli. Jednoczesnie wiele prac badawczych
wskazuje C. unicolor jako organizm zdolny do produkcji lakazy w ilosciach, ktore przekraczaja
mozliwosci innych grzybow biatej zgnilizny drewna. W zwigzku z tatwoscig produkcji lakazy
jaka wykazuje ten grzyb, uwaza sie, ze jest ona syntetyzowana konstytutywnie w komorkach
C. unicolor. Ponadto, w ostatnich 20 latach opublikowano wiele prac wskazujacych na
biotechnologiczne znaczenie tego enzymu. Unikalne witasciwosci katalityczne grzybowej
lakazy sprawity, ze znalazta ona zastosowanie miedzy innymi w konstrukcji bioogniw [Nazaruk
i wsp. 2010], syntezie barwnikow [Polak i wsp., 2016] a takze jako potencjalny czynnik
antynowotworowy [Statkiewicz i wsp. 2017]. Pomimo duzej liczby prac wskazujacych na
biotechnologiczne zastosowanie lakazy, wcigz niewiele wiadomo jaka role petni ten enzym w

metabolizmie C. unicolor.

Omowienie wynikow badan skladajacych sie na osiagniecie naukowe prezentowane w

postepowaniu habilitacyjnym:

1. Identyfikacja i sekwencjonowanie genu lacl kodujacego lakaze C. unicolor,

Zmapowanie regionu promotorowego genu oraz identyfikacja elementow

regulatorowych zaangazowanych w ekspresje lacl.

W trakcie badan, ktore ztozyly sie¢ na mojg prace doktorska zauwazytem, ze lakaza C.
unicolor wystepujaca w czterech izoformach jest syntetyzowana przez grzyba w nieréwnych
ilosciach. Na podstawie wynikow hybrydyzacji Southerna, stwierdzono, ze w genomie C.
unicolor moga by¢ co najmniej cztery geny kodujace hipotetyczne lakazy. Duza wydajnosé
syntezy lakazy w komdrkach C. unicolor bez udziatu induktoréw sktonita mnie do identyfikacji
genu kodujacego izoforme lakazy produkowang w komorkach grzyba w najwigkszej ilosci. Z
grzybni C. unicolor wyhodowanej na podtozu mineralnym Lindeberga-Holm wyizolowano
DNA i mRNA, a z podtoza pohodowlanego izolowano biatka o aktywnosci lakazowej. Wobec
braku dostepnej wowczas pelnej sekwencji genomu C. unicolor, zaprojektowano startery na

podstawie sekwencji gendw kodujacych lakazy grzybow nalezacych do rodziny Coriolaceae,
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co pozwolito na amplifikacje¢ genu lacl na matrycy DNA C. unicolor. mRNA zostato uzyte do
syntezy i amplifikacji odpowiedniego fragmentu cDNA. Powielone odcinki genomowego DNA
i cDNA zsekwencjonowano. Na podstawie poréwnania sekwencji genomowego DNA i cDNA,
stwierdzono w genie lacl obecnos¢ 10 intronéw rdznej dtugosci. W sekwencji cDNA
zidentyfikowano hipotetyczng otwartg ramke odczytu kodujgcg biatko 0 dlugosci 510
aminokwasow, ktorego sekwencja wykazywata znaczace podobienstwo do lakaz grzybowych,
gtownie z rodzajow Spongipellis, Trametes, Pycnoporus i Pleurotus. W N-koncowej czesci
lakazy C. unicolor zidentyfikowano peptyd sygnalny dlugosci ok. 20 aminokwasow.
Komputerowa analiza sekwencji aminokwasowej lakazy pozwolita okresli¢ jej hipotetyczna
mase¢ czagsteczkowa (MW=54387 kDa), punkt izoelektryczny (pl=4.69) oraz wytypowaé
miejsca N-glikozylacji (w obrgbie reszt aminokwasowych Asn-253, Asn-447, Asn-483).
Wytypowano takze konserwatywne reszty aminokwasowe (10 reszt histydyny i 1 cysteiny)

odpowiedzialne za wigzanie atomow miedzi w centrum aktywnym hipotetycznego enzymu.

Stosujgc technike AFR-PCR zmapowano promotor genu lacl, ktory obejmuje odcinek
DNA o dhugosci 1310 pz. W obrgbie promotora zidentyfikowano sekwencje TATA w
odlegtosci -108 pz powyzej kodonu start oraz cztery sekwencje CAAT w odlegtosciach
odpowiednio —128, —324, —395, i 511 pz wzgl¢dem kodonu startowego. Ponadto w regionie
promotorowym wykryto elementy regulatorowe, takie jak: HSE (heat shock element), MRE
(metal-responsive element), CRE (CAMP-response element), XRE (xenobiotic-responsive
element), ARE (antioxidant-responsive element), ACE, Spl (mammalian enhancer element),
AP1 and AP2 (nitrogen response elements), Mig (carbon response element), ktore wskazuja, ze
ekspresja genu lacl moze podlega¢ bardzo ztozonej regulacji w zaleznosci od zmiennych

warunkow srodowiskowych.

Biatka wyizolowane z ptynu pohodowlanego tej samej hodowli C. unicolor, ktora postuzyta
do izolacji DNA i mRNA zostaly rozdzielone technika elektroforezy w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE). Prazki biatkowe odpowiadajace wielkos$cig lakazie zostaly
poddane analizie LC-MS/MS. Uzyskane wyniki (MASCOT score=756, sequence
coverage=18%) pozwolity stwierdzi¢, ze opisana wyzej sekwencja genu lakazy koduje
izoforme¢ wydzielang przez C. unicolor w najwiekszej iloSci.

Obecnos¢ licznych elementéw regulatorowych zidentyfikowanych w sekwencji
promotora genu lacl sktonita mnie do zbadania wptywu sktadu podtoza i warunkéw hodowli
grzyba na biosynteze gtownych enzymow ligninolitycznych (LME): lakazy oraz peroksydaz
hemowych (peroksydazy ligninowej i peroksydazy manganozaleznej. W tym celu
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przeanalizowano dostepng literature 1 sekwencje regionOw promotorowych wspomnianych
enzymow. Wykazano, ze w sekwencji regionow promotorowych lakaz wielu grzybéw mozna
zidentyfikowa¢ elementy regulatorowe, ktore moga wplywac na ekspresje tego genu w
odpowiedzi na obecno$¢ w srodowisku metali, ksenobiotykow, zmian w stezeniu wegla, azotu,
a takze zmian temperatury. Jednoczes$nie wykazano, ze wspomniane elementy regulatorowe nie
wystepuja w kazdym regionie promotorowym poszczegdlnych genéw kodujacych lakazy.
Sugeruje to =zroznicowanie biosyntezy poszczegolnych izoform lakazy zaleznie od
zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska, co moze by¢ jednym z elementow warunkujacych
sukces ewolucyjny organizmdéw grzybowych w ich niszach ekologicznych. Na podstawie
przeprowadzonych analiz komputerowych regionéw promotorowych lakaz, zaproponowano
nowa sekwencje konsensusowag dla jednego z elementow regulatorowych typu ACEL

odpowiedzialnego za odpowiedz grzyba na obecnos¢ w podtozu jonow miedzi i manganu.

Efektem doswiadczen wykonanych w ramach realizacji tego zadania badawczego byla
identyfikacja genu lacl i zmapowanie jego regionu promotorowego, w ktérym wykryto
liczne elementy regulatorowe wskazujace, ze regulacja ekspresji lakazy w komorkach C.
unicolor moze by¢ zlozona i zalezna od réznych czynnikéw $srodowiskowych. Réwniez
ekspresja poszczegdlnych izoform lakazy, moze by¢ zrdéznicowana w zaleznosSci od
warunkow wzrostu grzyba. Analiza sekwencji aminokwasowej lakazy wskazala, ze enzym
moze by¢ modyfikowany potranslacyjnie.

Wyniki tych doswiadczen zostaty opublikowane i przedyskutowane w dwoch pracach:

Janusz G., Mazur A., Checinska A., Malek W., Rogalski J., Ohga S. (2012) Cloning and
characterization of a laccase gene from biotechnologically important basidiomycete Cerrena
unicolor. J. Fac. Agr., Kyushu Univ. 57(1):41-49

Janusz G. %, Kucharzyk K.H., Pawlik A., Staszczak M., Paszczynski A.J. (2013) Fungal laccase,
manganese peroxidase and lignin peroxidase: Gene expression and regulation. Enzyme
Microb. Technol. 52(1):1-12.

2. Okreslenie wptywu modyfikacji chemicznych i trawienia proteolitycznego na

wlasciwosci kinetyczne lakazy in vitro.

Dane literaturowe wskazywaty, ze na aktywno$¢ enzymow moga wpltywa¢ chemiczne
modyfikacje ich struktury [Longo i Combes, 1997]. W zwigzku z tym przeprowadzono cykl
doswiadczen majacych na celu modyfikacje izoform lakazy poprzez hydrofobizacje,
hydrofilizacj¢ oraz polimeryzacj¢. Celem tych doswiadczen byta zmiana struktury enzymu

skutkujgca przesunigeciem optimum pH lub/i optimum temperatury oraz zmniejszenie wptywu
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inhibitorow na aktywnos$¢ lakazy. Polaczenie grup lizynowych (w sekwencji aminokwasowej
lakazy C. unicolor zidentyfikowano 11 reszt Lys) z estrem N-HSP (palmitynian N-
hydroksybursztynoimidu) (hydrofobizacja) pozwolito stwierdzi¢, ze 2 grupy lizyny
prawdopodobnie znajdujg si¢ w centrum aktywnym enzymu. Uzycie kwasu weratrowego jako
przestrzennego analogu substratowego pozwala odwracalnie blokowaé te grupy na czas
modyfikacji struktury enzymu. Ponadto ten rodzaj modyfikacji zaowocowat zwigkszong
odporno$ciag enzymu na inhibicj¢ halogenkami. Hydrofilacja lakazy z uzyciem glukozy i
celobiozy pozwala przesuna¢ optimum pH enzymu w kierunku nizszych warto$ci, podczas gdy
uzycie laktozy i galaktozy przynosito odwrotny efekt przesuwajac optimum pH w kierunku
wyzszych wartosci. Jednocze$nie wykazano, ze hydrofilizacja z uzyciem laktozy i celobiozy
pozwala odwrdci¢ efekt inhibicji aktywnosci lakazy nawet przez NaF (typowy inhibitor lakazy
stosowany przy oznaczeniach dehydrogenazy celobiozowej). Uzycie kwasu askorbinowego
wykazato dodatkowo wzmocniony efekt odwracania inhibicji. Polimeryzacja lakazy z uzyciem
czynnikdw sieciujacych takich jak glutaraldehyd czy karbodiimid doprowadzito do
nieznacznego przesunigcia optimum pH enzymu w kierunku nizszych wartosci i uzyskania
wickszej odpornosci na inhibicje halogenkami. Obserwowana w badaniach wigksza odpornos¢
lakazy na inhibicj¢ halogenkami ttumaczona jest otoczeniem enzymu dodatkowa struktura
ztozong z cukréw, ktdra utrudnia dyfuzje halogenkéw do centrum aktywnego. W ostatnich
latach zaproponowano hipotezg¢, ze w warunkach naturalnych lakaza jako enzym
zewnatrzkomorkowy jest stabilizowana w Srodowisku za pomoca glukanu wydzielanego przez
grzyba, co moze prowadzi¢ do zmiany aktywnosci enzymu.

Jednym z przyktadow modyfikacji potranslacyjnych biatka jest jego trawienie
proteolityczne, jednak w odniesieniu do lakazy dane literaturowe dotyczace tego procesu sg
znikome. Lakaza podobnie jak wigkszo$¢ grzybowych enzymow zewnatrzkomorkowych jest
potranslacyjnie glikozylowana, co ma chroni¢ enzym przed proteoliza (ze wzgledu na niska
zawarto$¢ azotu w drewnie, grzyb moze odzyskiwac ten istotny dla zycia pierwiastek poprzez
proteolize wydzielonych wczesniej biatek). Przeprowadzono badania majace na celu
sprawdzenie wpltywu trawienia proteolitycznego na aktywnos¢ lakazy C. unicolor. W
poczatkowych analizach uzyto komercyjnie dostepnych proteaz takich jak pepsyna, trypsyna,
proteinaza K, papaina i pepsyna grzybow z rodzaju Rhizopus. Uzyskane wyniki wskazywaty,
ze tylko trawienie lakazy z uzyciem proteinazy K znacznie zmniejszato jej aktywnos¢ o ponad
90%. Pozostale proteazy zwickszaly aktywnos$¢ lakazy (nawet do 140% w przypadku
trypsyny), co moglo by¢ bezposrednio zwigzane z podwojeniem Vmax enzymu. Ponadto

udowodniono, ze w wyniku trawienia proteolitycznego wzrastaty wtasciwosci prooksydacyjne
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oraz dwukrotnie piki katodowe i anodowe w analizach elektrochemicznych lakazy.
Jednocze$nie stwierdzono, ze lakaza wykazuje zdolnosci inhibitorowe wobec pepsyny, papainy
oraz trypsyny. Obrazy elektroforetyczne (Native-PAGE) wskazuja, ze po trawieniu pepsyng
lub trypsyng z czterech izoform lakazy pozostawala jeden prazek 0 zmienionej mobilno$ci
elektroforetycznej. Uzycie metod kalorymetrycznych wskazywato raczej na reakcje zwigzane
z centrum aktywnym proteaz niz na interakcje bialko-biatko, ktéore w konsekwencji
polimeryzacji moglyby zmienia¢ aktywnosci lakaz czy proteaz. Ten problem badawczy byt
kontynuowany z uzyciem proteaz endogennych C. unicolor w ramach projektu ,,Znaczenie
lakazy Cerrena unicolor w jej adaptacji do rozktadu kilku gatunkéw drewna i zmiennych
warunkow srodowiska (Opus 5 - 2013/09/B/NZ9/01829).

Wyniki, ktore uzyskano w trakcie realizacji tego zadania badawczego pozwalaja
stwierdzi¢, ze modyfikacje chemiczne lakazy, ktére moga powodowaé zmiany W
strukturze bialka wplywaja na optimum pH i temperatury dzialania enzymu, a takze
wplywaja na jego wieksza odporno$s¢ na inhibicje np. halogenkami. Ponadto
potwierdzono, ze na aktywno$¢ lakazy wplywa trawienie proteolityczne powodujac
zwiekszenie Vmax, wlasciwosci prooksydacyjnych oraz pikow katodowych i anodowych w

analizach elektrochemicznych.

Wyniki tych badan opublikowano w dwaéch pracach:

Kucharzyk K.H., Janusz G., Karczmarczyk I., Rogalski J. (2012) Chemical modifications of
laccase from white-rot basidiomycete Cerrena unicolor. Appl. Biochem. Biotechnol.
168(7):1989-2003

Janusz G., Jaszek M., Matuszewska A., Drgczkowski P., Osinska-Jaroszuk M. (2015)
Proteolytic modifications of laccase from Cerrena unicolor. J. Mol. Catal. B: Enz., 122, pp.
330-338

3. Zbadanie znaczenia lakazy Cerrena unicolor w adaptacji grzyba do

rozktadu réznych gatunkdéw drewna i wzrostu w zmiennych warunkach na$wietlenia.

Sposrod grzybow biatej zgnilizny drewna, C. unicolor jest opisywana w literaturze jako
najlepsze zrédto zewnatrzkomoérkowej lakazy. Z ewolucyjnego punktu widzenia taka zdolnos$¢
moze stanowi¢ wazny element konkurencyjnosci grzyba w warunkach naturalnych. Podjeto
badania, ktorych celem byto okreslenie, czy jednym z mechanizmoéw adaptacji C. unicolor do

rozktadu wielu gatunkow drewna jest nadprodukcja izoform lakazy o r6znych wtasciwosciach.
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Aby okresli¢ potencjat enzymatyczny grzyba zwigzany z rozktadem réznych gatunkéw drewna
przeprowadzono analizy transkryptomu C. unicolor (doswiadczenie typu RNAseq). Grzybnie
wyhodowano na trocinach trzech gatunkow drzew pospolitych w Polsce tj. jesionu, klonu i
brzozy oraz na podiozu mineralnym (warunki kontrolne). Na podstawie analizy danych
RNAseq w genomie grzyba zidentyfikowano 10396 genéw, ktore ulegaly ekspresji w
analizowanych warunkach, sposrod ktorych 9567 stanowity geny wspodlne dla trzech wariantow
hodowlanych. Najwiecej unikalnych tranksryptéw (101) wykryto, w warunkach wzrostu
grzyba na podtozu mineralnym (kontrola), a najmniej (11) w przypadku grzyba hodowanego
na trocinach klonu. Globalny poziom ekspresji genéw w komérkach grzyba hodowanego na
trocinach réznit si¢ znaczaco w poréwnaniu do podtoza mineralnego. Najwicksza liczbe genow
(828), ktdrych ekspresja istotnie zwigkszyta sie wzgledem kontroli stwierdzono po hodowli C.
unicolor na trocinach jesionu. W transkryptomie C. unicolor zidentyfikowano transkrypty 294
genow kodujacych biatka potencjalnie zaangazowane w rozktad drewna. Poziom transkrypcji
59 z nich w czasie hodowli grzyba na podlozach z trocinami réznit si¢ istotnie (p<0,05) w
porownaniu do kontroli (podtoze mineralne). Zmiany poziomu ekspresji 37 genéw kodujacych
hipotetyczne enzymy rozktadajace drewno byty bardzo duze (>4-krotne). W transkryptomie C.
unicolor zidentyfikowano transkrypty 21 genéw kodujacych hipotetyczne celulazy, ktorych
ekspresja zmienila si¢ znaczaco, gdy grzyb rdst na kazdym z podiozy zawierajacych trociny.
Podczas wzrostu grzyba na podtozach z trocinami indukowana byta ekspresja czterech genow
kodujacych hemicelulazy. Analizy transkryptomu wykazaty, ze w rozktadzie ligniny
wszystkich zbadanych gatunkéw drewna C. unicolor wykorzystuje lakazg, peroksydaze
ligninowa (LiP), peroksydaze manganozalezng (MnP), peroksydaz¢ hybrydowa (VP),
peroksydazg DyP oraz oksydaze alkoholowa. Podczas wzrostu grzybni na kazdym rodzaju
trocin, transkrypty genu kodujacego jedna z izoform lakazy i dwdch gendéw oksydazy
alkoholowej byty syntetyzowane w znaczaco wigkszych ilosciach. Z kolei w czasie wzrostu
grzybni na trocinach brzozy lub jesionu transkrypty dla innych izoform lakazy byty obecne w
komorkach grzyba w mniejszych ilosciach w porownaniu do kontroli. Wykazano, ze C.
unicolor do rozktadu ligniny wykorzystuje takze enzymy pomocnicze (LDA):
monooksygenazg oraz cytochrom P-450. Warto podkresli¢, Ze co najmniej jedna izoforma
lakazy spelnia istotng rol¢ w rozkladzie kazdego z analizowanych rodzajéw drewna
(zwigkszong ekspresj¢ tego genu wykryto we wszystkich wariantach hodowlanych).

W transkryptomach C. unicolor rosngcej na réznych gatunkach drewna stwierdzono
ekspresje genéw kodujacych biatka wchodzace w sktad grzybowych fotoreceptorow. Biorac

pod uwage, ze zmienne warunki naswietlenia moga stanowi¢ czynnik stresowy dla
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mikroorganizmow, oraz fakt, ze lakaza grzybowa bierze udzial w odpowiedzi komorki na
zmienne warunki srodowiska postanowiono zbada¢ wptyw roznych warunkow naswietlenia na
syntezg tego enzymu W C. unicolor. Analizy wykonano dla grzybni hodowanej w podtozu
Lindeberga i Holm (1952) w 5 r6znych warunkach o$wietlenia: ciemnosci (kontrola), $wiatta
biatego (1600 lumenow, 290-740 nm), niebieskiego (325-495 nm), zielonego (450-590 nm) i
czerwonego (600-700 nm). Wszystkie zastosowane warunkow naswietlenia indukowaty
syntezg lakazy C. unicolor w poréwnaniu do grzyba hodowanego w ciemnosci. Wzrost grzyba
w $wietle niebieskim skutkowal az dwukrotnym wzrostem aktywno$ci enzymu w podtozu
pohodowlanym. Biorgc pod uwage opisywany wyzej wpltyw proteaz komercyjnych na
aktywno$¢ lakazy postanowiono w tych samych warunkach zbadaé aktywno$¢ proteaz
zewnatrzkomoérkowych C. unicolor. Najwigkszg aktywnos$¢ proteolityczng stwierdzono
podczas wzrostu grzyba w ciemnosci, natomiast aktywnos$¢ lakazy byta najmniejsza. Badania
te sa kontynuowane w ramach aktualnie realizowanego projektu ,,Wplyw $wiatla na
metabolizm Cerrena unicolor” (Opus 8 - 2014/15/B/NZ9/01990), ktdérego jestem
kierownikiem.

Rosngca w ostatnich latach liczba publikacji z zakresu genomiki i proteomiki grzybow
rozktadajacych drewno przyczynita si¢ w znaczacym stopniu do rozwoju wiedzy o ekologii,
biologii oraz ewolucji tych organizmow. Warto podkresli¢, ze w wyniku zmian ewolucyjnych
grzybow wyksztalcity sie co najmniej dwa rodzaje mechanizméw rozktadu ligniny:
enzymatyczny oraz drugi, oparty w duzej mierze na reakcjach chemicznych (m. in. reakcji
Fentona). W $wietle dostepnych danych literaturowych postuluje sig, Ze ten drugi mechanizm
mogt powsta¢ z mechanizmoéw enzymatycznych. Chociaz grzyby do rozktadu ligniny
wykorzystujg calg game¢ enzymow, to uwaza sie, ze gtowng role jako enzymy samodzielnie
modyfikujace ligning (LME) spetniajg lakaza i ligninolityczne peroksydazy klasy |l
zawierajace hem (POD). Wiele gatunkdw grzybdw biatej zgnilizny drewna jest pasozytami lub
saprotrofami wigcej niz jednego gatunku drzewa. C. unicolor podobnie jak inne grzyby, w
rozktadzie ligniny pochodzacej z r6znych drzew wykorzystuje kombinacj¢ POD (peroksydaza
ligninowa, peroksydaza manganozalezna lub peroksydaza hybrydowa) oraz co najmniej kilku
izoform lakazy. Ze wzgledu na niski potencjat oksydredukcyjny, lakazy reaguja gléwnie z
wolnymi, fenolowymi fragmentami ligniny. Jednakze w obecnosci mediatorow moga utlenia¢
niefenolowe zwigzki w ligninie, ktore maja wysoki potencjal oksydoredukcyjny. Powstajace w
tych reakcjach produkty sg dalej utlenianie np. przez oksydaze alkoholowa. Ponadto lakaza jako
jeden z kilku enzymow jest odpowiedzialna za powstawanie w takich reakcjach reaktywnych

form tlenu (ROS), ktére moga same reagowac z ligning. Dotychczasowe badania wskazuja, ze
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lakaza jest istotnym, ale tez jednym z wielu elementéw wchodzacych w sktad skomplikowanej
»,maszynerii”, jaka grzyby wykorzystuja w rozktadzie ligniny. Badania na rolg lakazy w
rozktadzie tego niejednorodnego polimeru utrudnia petnienie przez ten enzym wielu funkcji w
organizmach grzybowych oraz wystgpowanic w co najmniej kilku izoformach, ktore sa
syntetyzowane nie tylko w odpowiedzi na obecnos$¢ sktadnikow pokarmowych, ale tez w
odpowiedzi na niekorzystne warunki srodowiska.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze w bogatym zestawie enzymow jakie C.
unicolor wykorzystuje w degradacji ligniny z réznych gatunkéw drewna, lakaza odgrywa
istotng role (ekspresje¢ genu kodujacego jedna z izoform lakazy wykryto w czasie wzrostu
grzybni na wszystkich badanych rodzajach trocin). Wykazano, ze ekspresja
poszczegollnych izoform lakazy jest zroznicowana w zaleznosci od rodzaju rozkladanego
gatunku drzewa. Udowodniono rowniez, ze na metabolizm drewna przez C. unicolor
moga wplywa¢ zmienne warunki naswietlenia grzybni, co jest skorelowane z poziomem
ekspresji lakazy i proteaz zewnatrzkomorkowych.

Na podstawie analizy danych literaturowych mozna przypuszcza¢, ze podobnie jak
C. unicolor wigkszo$¢ organizméw zdolnych do rozkladu drewna, wykorzystuje w tym
procesie kombinacje¢ roznych izoform lakazy i ligninolitycznych peroksydaz klasy 11
zawierajacych hem (POD).

Wyniki tych prac zostaty przedstawione w dwoch publikacjach eksperymentalnych i
przedyskutowane w artykule przegladowym:

Janusz G. *, Mazur A., Wielbo J., Koper P., Zebracki K., Pawlik A., Ciotek B., Paszczynski A.,
Kubik-Komar A. (2018) Comparative transcriptome analysis of white root fungus Cerrena
unicolor reveals different metabolic strategies- Microbiol. Res. 207: 256-268

Janusz G.%, Sulej J., Jaszek M., Osinska-Jaroszuk M. (2016) Effect of different wavelengths
of light on laccase, cellobiose dehydrogenase, and proteases produced by Cerrena unicolor,
Pycnoporus sanguineus and Phlebia lindtneri. Acta Biochim. Pol. 63, pp 1-6

Janusz G. &, Pawlik A., Sulej J., Swiderska-Burek U., Jarosz-Wilkotazka A., Paszczynski A.
(2017) Lignin degradation: microorganisms, enzymes involved, genomes analysis and
evolution, FEMS Microbiol. Rev. 41(6): 941-962

Znaczaca czes¢ przedstawionych powyzej badan wykonano w ramach grantow:

1. Grant interdyscyplinarny zespotowy Prorektora UMCS ds. Badan Naukowych i
Wspotpracy z Zagranicg pt. ,,Analiza molekularna genu lakazy grzyba biatej zgnilizny

drewna Cerrena unicolor” (2008) — kierownik projektu
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2. Znaczenie lakazy Cerrena unicolor w jej adaptacji do rozktadu kilku gatunkow
drewna i zmiennych warunkow $rodowiska - 2013/09/B/NZ9/01829 - Narodowe
Centrum Nauki — Zaktad Biochemii UMCS (2013-2017) - kierownik projektu
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3.

Kirk, T.K. (1983) Degradation and Conversion of Lignocelluloses. In: The filamentous fungi, (J.E.
Smith, D.R. Berry, B. Kristiansen, eds.) London, Edward Arnold, 266-295

Schwarze, F.W.R., Baum, S., Fink, S. (2000) Dual modes of degradation by Fistulina hepatica in
xylem cell walls of Quercus robur. Mycol. Res., 104: 846-852

Smith, J.E., Berry, D.R. (1974) The vegetative state In: An Introduction to Biochemistry of Fungal
Development., (Smith, J.E., Berry, D.R., eds.) Academic Press, London, New York, 106-155
Janusz G., Pawlik A., Sulej J., Swiderska-Burek U., Jarosz-Wilkotazka A., Paszczynski A.
(2017) Lignin degradation: microorganisms, enzymes involved, genomes analysis and
evolution, FEMS Microbio. Rev. 41(6): 941-962

Nazaruk E., Sadowska K., Biernat J.F., Rogalski J., Ginalska G., Bilewicz R. (2010)
Enzymatic electrodes nanostructured with functionalized carbon nanotubes for biofuel cell
applications. Anal. Bioanal. Chem. 2010 Oct;398(4):1651-60

Polak, J., Jarosz-Wilkotazka, A., Szatapata, K., Graz, M., Osinska-Jaroszuk, M. (2016)
Laccase-mediated synthesis of a phenoxazine compound with antioxidative and dyeing
properties - the optimisation process. New Biotech., 33 (2), 255-262

Statkiewicz, M., Matuszewska, A., Jaszek, M., Janusz, G., Osinska, M., Sulej, J.,
Stefaniuk, D., Mikula, M., Ostrowski, J. (2017) Antimelanomic effects of high- and low-
molecular weight bioactive subfractions isolated from the mossy maze mushroom,
Cerrena unicolor (Agaricomycetes). Inter. J. Med. Mushrooms, 19 (7): 619-628.

Longo M.A., Combes D. (1997) Influence of surface hydrophilic/hydrophobic balance on
enzyme properties. J Biotechnol. 1997 Oct 2;58(1):21-32.

Podsumowanie:

Za najwazniejsze osiagni¢cia zwigzane z opisanym powyzej problemem badawczym, zawarte

w monotematycznym cyklu 5 oryginalnych prac eksperymentalnych i 2 artykulow

przegladowych mozna uznac:

e identyfikacja w genomie grzyba C. unicolor genu lacl i zmapowanie jego regionu
promotorowego, w ktorym wykryto liczne elementy regulatorowe, co pozwolito
stwierdzié¢, ze regulacja ekspresji lakazy jest zlozona i zalezna od réznych
czynnikow Srodowiskowych;

o cekspresja poszczegolnych izoform lakazy jest zroznicowana w zaleznos$ci od
warunkdw wzrostu grzyba;

e analiza sekwencji aminokwasowej lakazy wskazala, ze enzym jest potencjalnie

modyfikowany potranslacyjnie;
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e modyfikacje chemiczne lakazy, ktore mogg powodowa¢ zmiany w strukturze
bialka, wplywaja na optimum pH i temperatury dzialania enzymu, a takze
zwigkszaja jego odpornos¢ na inhibicje np. halogenkami;

e na aktywno$¢ lakazy wplywa trawienie proteolityczne zwiekszajac jej Vmax,
wlasciwosci prooksydacyjne oraz piki anodowe i katodowe w analizach
elektrochemicznych;

e W bogatym zestawie enzymow jakie C. unicolor wykorzystuje w degradacji ligniny
z roznych gatunkow drewna, lakaza odgrywa istotng role (ekspresje genu
kodujacego jedna z izoform lakazy wykryto w czasie wzrostu grzybni na
wszystkich badanych rodzajach trocin);

e wykazano, ze poziom ekspresji poszczegolnych izoform lakazy jest zréznicowany
w zaleznosci od rodzaju rozkladanego gatunku drzewa;

e narozklad drewna przez C. unicolor moga wplywa¢ zmienne warunki naswietlenia
grzybni, co jest skorelowane z poziomem ekspresji lakazy 1 proteaz
zewnatrzkomorkowych;

e przedstawione wyniki badan oraz dane literaturowe wskazuja, ze C. unicolor
podobnie jak wiekszo$¢ organizméw zdolnych do rozkladu drewna, wykorzystuje
w tym procesie kombinacje roznych izoform lakazy i ligninolitycznych peroksydaz

klasy 1l zawierajacych hem (POD).

V. Omowienie innych prac naukowo badawczych niewliczanych do osiagniecia
naukowego stanowigcego monotematyczny cykl publikacji
A) Praca naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace naukowo-badawcza rozpoczatem w 1998 roku w zespole kierowanym przez prof.
dr hab. Jerzego Rogalskiego jako student 1V roku kierunku Biologia (specjalno$¢ Biochemia),
Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii i Biotechnologii), Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Przeprowadzone przeze mnie badania byly realizowane
we wspolpracy z dr hab. Matgorzatg Pleszczynska z Zakladu Mikrobiologii Przemystowe;j
UMCS i dotyczyly dekstranazy produkowanej przez szczep Penicillium funiculosum ATCC
11797. Mialy one na celu optymalizacje sktadu podtoza oraz warunkéw hodowli grzyba w celu
intensyfikacji  produkcji  dekstranazy. Przeprowadzono hodowle fermentorowg =z
immobilizowang grzybnig udowadniajac mozliwo$¢ uzyskania preparatu enzymatycznego w

nastepujacych po sobie cyklach hodowli. Przeprowadzono oczyszczanie dekstranazy z uzyciem
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technik chromatografii niskocisnieniowej (FPLC), a za pomocg SDS-PAGE okreslono mase
czasteczkowa dekstranazy na 40,73 kDa. Z uzyciem chromatogoniskowania oznaczono punkt
izoelektryczny (pl) enzymu wynoszacy 6,1, stale kinetyczne enzymu (Km I Vmax) Wobec
dekstranu oraz zawarto$¢ sktadnika weglowodanowego na poziomie 1.34 %. Badania te zostaty
opisane W mojej pracy magisterskiej pt. ,,Optymalizacja hodowli i oczyszczanie dekstranazy z
Penicillium funiculosum ATCC 117977, ktéra obronitem w lipcu 2000 r. z wynikiem bardzo
dobrym.

Po uzyskaniu tytutu magistra kontynuowatem prac¢ w Zaktadzie Biochemii UMCS w
ramach V Ramowego Programu Unii Europejskiej [grant ICA2-CT-2000-10050-EURCURR
12-38] kierowanego przez prof. dr hab. Andrzeja Leonowicza. Jednoczesnie bytem stuchaczem
indywidualnych studiow doktoranckich UMCS pod kierunkiem prof. dr hab. Jerzego
Rogalskiego. W listopadzie 2003 roku zostalem zatrudniony na etacie asystenta w Zaktadzie
Biochemii UMCS. Prowadzone przeze mnie badania koncentrowaly si¢ na pordéwnaniu
wiasciwosci fizyko-chemicznych oraz kinetycznych lakaz Cerrena unicolor, Rhizoctonia
praticola, Panus tigrinus, Phlebia radiata. Wykonatem optymalizacje warunkow hodowli
wyzej wymienionych organizmow w celu intensyfikacji produkcji zewnatrzkomorkowych
lakaz zar6wno typu niebieskiego jak i zottego. W nastgpnym etapie okreslitem optima pH i
temperatury dla poszczegdélnych enzymow. Stosujgc roznorodne techniki chromatograficzne
oczyscitem lakazy C. unicolor, R. praticola, P. tigrinus, P. radiata. Przeprowadzitem petna
charakterystyke oczyszczonych biatek, czyli wyznaczenie pl, MW, statych kinetycznych,
potencjatu redoks, ilosciowg i1 jako$ciowg zawarto$¢ sktadnika weglowodanowego oraz
zawartos$¢ jonow miedzi. W celu wykazania obecno$ci miedzi wykonatem spektra absorpcyjne
dla oczyszczonych form enzymdéw. Ponadto okreslitem przynalezno$¢ gatunkowa badanych
grzybow analizujac ich sekwencje ITS (Internal Transcribed Spacer) oraz okreslitem liczbe

kopii genu lakazy w badanych organizmach metoda hybrydyzacji Southerna.

Prace doktorska ,,Badania porownawcze lakaz grzybowych” obronitem 07.12.2005.
Badania przeprowadzone przeze mnie i wspotautoréw przed uzyskaniem stopnia doktora

zostaty opublikowane w 3 pracach w czasopismach o zasi¢gu krajowym i miedzynarodowym:

1. Janusz G., Rogalski J., Jarosz-Wilkotazka A., Leonowicz A (2002) Intensyfikacja
produkcji zewnatrzkomorkowej lakazy z Cerrena unicolor. Inzynieria i aparatura
chemiczna, 41: 57-58.

2. Jarosz-Wilkolazka A., Janusz G., Ruzgas T.A., Gorton L., Malarczyk E., Leonowicz
A. (2004) Development of a laccase-modified electrode for amperometric detection of
mono- and diphenols. The influence of enzyme storage method. Anal. Lett. 37 (8):
1497-1513
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3. Rogalski J., Janusz G., Krzysztofik I., Feldman A. (2005) Optymalizacja warunkow
syntezy z6ltej lakazy z Phlebia radiata i Panus tigrinus. Inzynieria i aparatura
chemiczna, 44: 88-90.

oraz 16 krajowych i miedzynarodowych doniesieniach konferencyjnych.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych zostalem zatrudniony od 1 lutego
2007 r. na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Biochemii UMCS, w ktorym pracuje¢ do
dnia dzisiejszego.

Sumaryczny wspotczynnik wplywu (IF) prac opublikowanych przed uzyskaniem
stopnia doktora nauk biologicznych zgodnie z rokiem opublikowania wynosi: 1.165
Suma punktow MNISW za prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 23.

B) Przebieg mojej pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora oraz
realizowane aktualnie zadania badawcze

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

kilka grup tematycznych:

1. Analiza filogenetyczna i fenotypowa grzybow

W ramach wspolpracy z Instytutem Agrofizyki PAN w Lublinie, Uniwersytetem
Przyrodniczym w Poznaniu, Uniwersytetem Przyrodniczym w Lublinie oraz Zakladem
Genetyki 1 Mikrobiologii UMCS bralem udzial w charakterystyce filogenetycznej i
fenotypowej grzybéw z rodzajow: Coprinus, Ganoderma, Pleurotus, Flammulina oraz
Aspergillus. Organizmy stanowigce przedmiot badan zostaly sklasyfikowane do gatunku
poprzez sekwencjonowanie regiondéw ITS (Internal Transcribed Spacer). Nastepnie, stosujac
analize typu AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) okre§lono zr6znicowanie
filogenetyczne tych gatunkdéw grzybow. Dla wigkszosci badanych szczepow dodatkowo
przeprowadzono analizy fenotypowe, ktore polegaly na okresSleniu zdolnosci do
katabolizowania zrodel wegla i azotu z uzyciem systemu Biolog FF Microplates. Ponadto
wykazano zroznicowanie w ekspresji lakazy przez szczepy Flammulina w zalezno$ci od

rodzaju induktora i czasu indukcji. Uzyskane wyniki opisano w ponizszych pracach:

e Pawlik, A., Malinowska, A., Siwulski, M., Frac, M., Rogalski, J., Janusz, G.* (2015)
Determination of biodiversity of Coprinus comatus using genotyping and metabolic
profiling tools. Acta Biochim. Pol., 62 (4), pp. 683-689.

e Rola, B., Pawlik, A., Frac, M., Malek, W., Targonski, Z., Rogalski, J., Janusz, G.2
(2015) The phenotypic and genomic diversity of Aspergillus strains producing glucose
dehydrogenase. Acta Biochim. Pol., 62 (4), pp. 747-755.

e Pawlik, A., Janusz, G.®, Debska, 1., Siwulski, M., Frac, M., Rogalski, J. (2015) Genetic
and metabolic intraspecific biodiversity of Ganoderma lucidum. BioMed Res. Int.,
2015, art. no. 726149
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Janusz, G.®, Czurylo, A., Frac, M., Rola, B., Sulej, J., Pawlik, A., Siwulski, M.,
Rogalski, J. (2015) Laccase production and metabolic diversity among Flammulina
velutipes strains. World J. Microbiol. Biotech., 31 (1), pp. 121-133.

Pawlik, A., Janusz, G., Koszerny, J., Malek, W., Rogalski, J. Genetic diversity of the
edible mushroom Pleurotus sp. by amplified fragment length polymorphism (2012)
Curr. Microbiol., 65 (4), pp. 438-445.

2. lIzolacja metabolitow grzybowych o wlasciwosciach biomedycznych

W ramach dziatania w multidyscyplinarnej sieci badawczej kierowanej przez dr hab.
Magdalene Jaszek (Zaktad Biochemii UMCS) obejmujacej nastepujace osrodki badawcze:

1.

Uniwersytet Marii Curie—Sktodowskiej w Lublinie:
e Zaktad Biochemii, Wydzial Biologii i Biotechnologii
e Zaklad Wirusologii i Immunologii, Wydzial Biologii 1 Biotechnologii
Politechnika Lubelska:
e Katedra Podstaw Inzynierii Produkcji, Wydzial Mechaniczny,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie:
e Zaklad Hematoonkologii Do§wiadczalnej, II Wydzial Lekarski,
e Katedra i Zaktad Fizjologii Cztowieka, I Wydzial Lekarski,
Centrum onkologii-Instytut Marii Sktodowskiej—Curie w Warszawie:
e Zaklad Genetyki

bratem udziat w badaniach majacych na celu izolacjg, charakterystyke oraz badanie nowych

mozliwo$ci aplikacyjnych (biomedycznych i przemystowych) metabolitow produkowanych

przez grzyby biatej zgnilizny drewna. W wyniku przeprowadzonych badan wyizolowano trzy

glowne

grupy zwigzkoéw: polisacharydy, lakazge oraz zwiazki niskoczasteczkowe.

Udowodniono, ze wymienione metabolity grzybowe wykazuja wtasciwosci antybakteryjne,

antynowotworowe lub antywirusowe. Uzyskane wyniki zostaty opisane w ponizszych pracach

i patentach:

Statkiewicz, M., Matuszewska, A., Jaszek, M., Janusz, G., Osinska, M., Sulej, J.,
Stefaniuk, D., Mikula, M., Ostrowski, J. (2017) Antimelanomic effects of high- and
low-molecular weight bioactive subfractions isolated from the mossy maze mushroom,
Cerrena unicolor (Agaricomycetes). Int. J. Med. Mushrooms, 19 (7), 619-628.
Osinska-Jaroszuk, M., Jaszek, M., Sulej, J., Stefaniuk, D., Urbaniak, M., Siwulski, M.,
Janusz, G. ® (2016) Complex biochemical analysis of fruiting bodies from newly
isolated polish Flammulina velutipes strains. Pol. J. Microbiol., 65 (3), 295-305.
Matuszewska, A., Karp, M., Jaszek, M., Janusz, G., Osinska-Jaroszuk, M., Sulej, J.,
Stefaniuk, D., Tomczak, W., Giannopoulos, K. (2016) Laccase purified from Cerrena
unicolor exerts antitumor activity against leukemic cells. Oncol. Lett., 11 (3), 2009-
2018.

Mizerska-Dudka, M., Jaszek, M., Btachowicz, A., Rejczak, T.P., Matuszewska, A.,
Osinska-Jaroszuk, M., Stefaniuk, D., Janusz, G., Sulej, J., Kandefer-Szerszen, M.
(2015) Fungus Cerrena unicolor as an effective source of new antiviral,
immunomodulatory, and anticancer compounds. Int. J. Biol. Macromol. s, 79, 459-468.
Osinska-Jaroszuk, M., Jaszek, M., Mizerska-Dudka, M., Btachowicz, A., Rejczak, T.P.,
Janusz, G., Wydrych, J., Polak, J., Jarosz-Wilkotazka, A., Kandefer-Szerszen, M.
(2014) Exopolysaccharide from Ganoderma applanatum as a promising bioactive
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compound with cytostatic and antibacterial properties. BioMed Res. Int., 2014, art. no.
743812,

e Jaszek, M., Osinska-Jaroszuk, M., Janusz, G., Matuszewska, A., Stefaniuk, D., Sulej,
J., Polak, J., Ruminowicz, M., Grzywnowicz, K., Jarosz-Wilkotazka, A. (2013) New
Bioactive fungal molecules with high antioxidant and antimicrobial capacity isolated
from Cerrena unicolor idiophasic cultures. BioMed Res. Int., 2013, art. no. 497492,

o Patenty:

e Nr225934. Enzym lakaza wyizolowany z grzyba Cerrena unicolor do zastosowania w
leczeniu chorob nowotworowych krwi. Magdalena Jaszek., Anna Matuszewska,
Monika Osinska—Jaroszuk, Grzegorz Janusz, Justyna Sulej, Dawid Stefaniuk,
Krzysztof Giannopoulos, Marta Karp. (2013)

e 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)

3. Wybor organizmoéw, optymalizacja warunkow syntezy, izolacja i
zastosowanie enzymow grzybowych

W ramach prac w projekcie Preludium 1 ,,Dehydrogenazy grzybowe wybranych
grzybow ligninolitycznych” (2011/01/N/NZ1/03458) wyizolowano i scharakteryzowano
dehydrogenaze¢ celobiozowg (CDH) z trzech gatunkdéw grzybéw. Moje zadanie badawcze w
tym projekcie polegato na identyfikacji i analizie sekwencji genow kodujacych te enzymy oraz
potwierdzeniu z uzyciem techniki LCSM/MS, zZe izolowane biatka to produkty tych genow.
Podczas badan w projekcie LIDER/24/48/1-2/10/NCBIiR/2011 ,,Opracowanie innowacyjnego
biopreparatu do optymalizacji procesu fermentacji metanowej” (Instytut Agrofizyki PAN w
Lublinie) wyizolowano srodowiskowy szczep Trichoderma atroviride. Udowodniono, Ze grzyb
ten jest bardzo wydajnym producentem zewnatrzkomorkowych celulaz, ktérych synteza zostata
dodatkowo zoptymalizowana. Na bazie zewnatrzkomorkowej celulazy T. atroviride
opracowano biopreparat zastosowany w procesie fermentacji metanowej. Ponadto w ramach
Badan Statutowych prowadzonych w Zakladzie Biochemii uczestniczytem w izolacji i
charakterystyce biochemicznej lakazy z Sinorizhobium meliloti i okresleniu sekwencji genu
bakteryjnego kodujacego ten enzym. W ramach podobnych badan wyizolowano i
scharakteryzowano lipaze z Rhizomucor variabilis. Opisane badania zostaty opublikowane w
ponizszych pracach:

e Oszust, K., Pawlik, A., Siczek, A., Janusz, G., Gryta, A., Bilinska-Wielgus, N.,

Frac, M. (2017). Efficient cellulases production by Trichoderma atroviride G79/11
in submerged culture based on soy flour-cellulose-lactose. BioResources, 12(4),
8468-8489

e Oszust, K., Pawlik, A., Janusz, G., Zieminski, K., Cyran, M., Siczek, A., Gryta, A.,
Bilinska-Wielgus, N., Frac, M. (2017) Characterization and influence of a multi-
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enzymatic biopreparation for biogas yield enhancement. BioResources, 12 (3), pp.
6187-6206.

e Pawlik, A., Wojcik, M., Rulka, K., Motyl-Gorzel, K., Osinska-Jaroszuk, M.,
Wielbo, J., Marek-Kozaczuk, M., Skorupska, A., Rogalski, J., Janusz, G. (2016)
Purification and characterization of laccase from Sinorhizobium meliloti and
analysis of the lacc gene. Int. J. Biol. Macromol., 92, pp. 138-147.

e Bancerz, R., Osinska-Jaroszuk, M., Jaszek, M., Janusz, G., Stefaniuk, D., Sulej, J.,
Janczarek, M., Jarosz-Wilkotazka, A., Rogalski, J. (2016) New alkaline lipase
from Rhizomucor variabilis: biochemical properties and stability in the presence of
microbial EPS. Biotech. App. Bioch., 63 (1), pp. 67-76.

e Sulej, J., Janusz, G. ™, Osinska-Jaroszuk, M., Rachubik, P., Mazur, A.,
Komaniecka, I., Choma, A., Rogalski, J. (2015) Characterization of cellobiose
dehydrogenase from a biotechnologically important Cerrena unicolor strain. App.
Bioch. Biotech., 176 (6), pp. 1638-1658.

e Sulej, J., Janusz, G. , Mazur, A., Zuber, K., Zebracka, A., Rogalski, J. (2013)
Cellobiose dehydrogenase from the ligninolytic basidiomycete Phlebia lindtneri
Proc. Biochem., 48 (11), pp. 1715-1723.

e Sulej, J., Janusz, G. ™, Osinska-Jaroszuk, M., Malek, P., Mazur, A., Komaniecka,
I., Choma, A., Rogalski, J. (2013) Characterization of cellobiose dehydrogenase
and its FAD-domain from the ligninolytic basidiomycete Pycnoporus sanguineus.
Enzyme Microb. Technol., 53 (6-7), pp. 427-437.

4. Wplyw Swiatla na metabolizm grzybow

Od 2013 roku prowadz¢ badania nad grzybowymi fotoreceptorami i wplywem $wiatta
na metabolizm grzybow rozkladajagcych drewno. Dotychczas zaobserwowano zalezno$é
pomiedzy wydajnoscig syntezy lakazy, CDH oraz proteaz w $wietle o réznej dlugosci fali.
Uzyskane w ten sposob wyniki staty si¢ podstawa do ztozenia projektu badawczego, Ktory
uzyskat finansowanie. Od 2014 roku kieruj¢ projektem Opus 8 ,,Wplyw $wiatta na metabolizm
Cerrena unicolor” (2014/15/B/NZ9/01990), w ramach Kktérego zostaty zanalizowane
transkryptomy grzyba rosnacego w réznych warunkach naswietlenia (praca w przygotowaniu).
Wykazano réznice w aktywnosciach metabolicznych w hodowli grzyba w zalezno$ci od
dlugos$ci swiatta z uzyciem aparatu Biolog FF Microplate (praca w przygotowaniu). Dalsze
badania obejmuja okreslenie zmian w syntezie enzymow rozktadajacych drewno oraz proteaz,

zwigzkow niskoczasteczkowych oraz aktywnosci kanatow jonowych.

5. lzolacja i charakterystyka grzybowych glukanow

W trakcie wspOlpracy z zespotem kierowanym przez dr hab. Adriana Wiatera (Zaktad
Mikrobiologii Przemystowej UMCS) bratem udziat w badaniach majacych na celu izolacje i

charakterystyke glukanow z grzybni i owocnikoéw gatunkow grzybOw uwazanych za lecznicze.
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Do moich zadan nalezata identyfikacja gatunkowa izolowanych szczepoéw z uzyciem technik

biologii molekularnej. Wyniki badan zostaty opublikowane w pracach:

e Wiater, A., Choma, A., Komaniecka, I., Pleszczynska, M., Siwulski, M., Polak, P.,
Janusz, G., Szczodrak, J. (2016) Fruiting bodies of Hericium erinaceus (Bull.)
Pers. - A new source of water-insoluble (1—3)-a-D-glucan. Acta Soc. Botan. Pol.,
85 (3), art. no. 5950,

e Wiater, A., Paduch, R., Choma, A., Pleszczynska, M., Siwulski, M., Dominik, J.,
Janusz, G., Tomczyk, M., Szczodrak, J. (2012) Biological study on
carboxymethylated (1—3)-a-d-glucans from fruiting bodies of Ganoderma
lucidum. Int. J. Biol. Macromol., 51 (5), 1014-1023.

e Wiater, A., Pleszczynska, M., Szczodrak, J., Janusz, G. (2012) Comparative studies
on the induction of Trichoderma harzianum mutanase by a-(1—3)-glucan-rich
fruiting bodies and mycelia of Laetiporus sulphureus. Int. J. Biol. Macromol., 13
(8), 9584-9898.

6. Analiza transkryptomu Abortiporus biennis

W trakcie badan w projekcie ,,Charakterystyka i znaczenie nowej oksydazy kwasu
szczawiowego (OXOADb) w odpowiedzi Abortiporus biennis na obecno$¢ metali cigzkich w
srodowisku wzrostu” OPUS7 (2014/13/B/NZ9/02106) wykonalem analize¢ sekwencji genu
kodujacego oksydaze kwasu szczawiowego (praca w przygotowaniu). Ponadto uczestniczytem
w analizie transkryptomu A. biennis izolowanego z grzybni indukowanej kwasem
szczawiowym. Wyniki zostaly opisane w pracy:

e 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.

Najwazniejsze rezultaty naukowe po uzyskaniu stopnia doktora nie wchodzace w sklad
osiagni¢cia naukowego:

1. Analiza fenotypowa i filogenetyczna grzybow z rodzaju: Coprinus, Pleurotus,
Aspergillus, Ganoderma i Flammulina.

2. lzolacja metabolitow grzybowych (polisacharydy, lakaza oraz zwigzki
niskoczasteczkowe) o wtasciwos$ciach antybakteryjnych, antynowotworowych lub
antywirusowych.

3. lzolacja i charakterystyka enzymow (lakaza, celulazy, lipaza, dehydrogenaza
celobiozowa) o0 znaczeniu biotechnologicznym.

4. Ustalenie wplywu barwy $wiatta na dynamike zmian aktywnosci lakazy,
dehydrogenazy celobiozowej oraz proteaz syntetyzowanych przez grzyby

Pycnoporus sanquineus i Phlebia lindtneri.
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5. Oznaczenie sekwencji genu kodujgcego oksydaze¢ szczawianowg oraz analiza

transkryptomu A. biennis.

Wyniki badan, w ktorych uczestniczylam po uzyskaniu stopnia doktora staty si¢
réwniez treScig doniesien zaprezentowanych na konferencjach miedzynarodowych (20)

oraz krajowych (9).

Sumaryczny wspélezynnik wplywu (IF) moich prac opublikowanych po uzyskaniu
stopnia doktora nauk biologicznych (bez prac stanowigcych osiagnigcie naukowe)

zgodnie z rokiem opublikowania wyniost: 49,0

Suma punktow MNiISW uzyskanych za prace opublikowane po uzyskaniu stopnia
doktora (bez prac stanowigcych osiggnigcie naukowe) zgodnie z rokiem opublikowania:

656 pk.

Podsumowanie catego dorobku (bez prac stanowigcych osiggnigcie naukowe): IF =

49,273, punkty MNiSW = 667).

VI.  Plany naukowe

Moje plany naukowe to kontynuacja obecnie realizowanych nurtéw badawczych

dotyczacych:

a) wptywu $wiatta na metabolizm grzybow;

b) regulacji ekspresji grzybowych enzymow rozktadajacych drewno;

¢) badania zr6znicowania mikrobiologicznego ekosystemow lesnych.

VII. Podsumowanie aktywnos$ci naukowej

Dane bibliometryczne Liczba IF2 Punkty
publikacji MNiSWP

Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego 7 23,654 | 185

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ 52,043 | 692

w bazie Journal Citation Reports (JCR) (z

wylaczeniem prac wchodzacych w sklad osiagni¢cia

naukowego):

A) przed uzyskaniem stopnia doktora 1

B) po uzyskaniu stopnia doktora 29

Publikacje naukowe w czasopismach 0 11

mie¢dzynarodowych lub krajowych innych niz

znajdujace si¢ w bazach lub na liscie JCR:

A) przed uzyskaniem stopnia doktora 2

B) po uzyskaniu stopnia doktora 1

Liczba streszczen naukowych prezentowanych na - -

konferencjach krajowych i miedzynarodowych:

A) przed uzyskaniem stopnia doktora 16

B) po uzyskaniu stopnia doktora 28

Laczna liczba publikacji * Razem = 40 40 75,697 | 888
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a- |IF zgodnie z rokiem opublikowania

b _ MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania
*Wykaz wszystkich prac obejmujacych méj dorobek
naukowy przedstawiono w Zalaczniku nr 3

Ocena bibliometryczna:

Calkowita liczba cytowan bez autocytowan wg Web of Science: 242
Calkowita liczba cytowan bez autocytowan wg Scopus: 274
Indeks Hirscha bez autocytowan (wg Web of Science) 9
Indeks Hirscha bez autocytowan (wg Scopus) 9
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