zalacznik 2

AUTOREFERAT

dr Monika Osinska-Jaroszuk

Zaktad Biochemii
Wydziat Biologii 1 Biotechnologii

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Lublin 2019



Monika Osinska-Jaroszuk Zatacznik 2

SPIS TRESCI:

1. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE. ...ttt et ettt e et e e e e et e e eeaeans STR.3

2. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH...... STR.3

3. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO . ...ttt ittt ettt et e e STR.4
A.TyTUL
B. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD ZGEASZANEGO OSIAGNIECIA NAUKOWEGO.. STR.4

C. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z

OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA.....cotiiiiiieeiieennnnn, STR.6
CEL NAUKOWY WYBRANYCH PRAC. ... uttiiteitee et eee e eaee e STR.6
WPROWADZENIE ...\ttt ittt et et e e et e e et et e e et e e e et e e aeenaas STR.6
OMOWIENIE WYNIKOW BADAN SKEADAJACYCH SIE NA OSIAGNIECIE NAUKOWE

PREZENTOWANE W POSTEPOWANIU HABILITACYINYM. ..ottt STR.8
LITERATURA . ..ttt ettt et e e et e et e et et e e et et e e STR.17

PODSUMOWANIE WYNIKOW BADAN STANOWIACYCH TRESC OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO PRZEDSTAWIONEGO W POSTEPOWANIU HABILITACYJNYM ORAZ

OMOWIENIE EWENTUALNEGO ICH ZASTOSOWANIA. .....otiiiiiiiiiiiiie e STR.18
4. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO—BADAWCZYCH......c.vvviiiiiieannnnn. STR.19
A) PRACA NAUKOWO-BADAWCZA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA..........STR.19
B) PRZEBIEG MOJEJ PRACY NAUKOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA ORAZ
REALIZOWANE AKTUALNIE ZADANIA BADAWCZE ... ..o iuiiinee e e, STR. 23
D PLANY NAUKOWE. ..ttt ettt et e e e e et e e e et e e et et et e STR. 31
PODSUMOWANIE AKTYWNOSCINAUKOWED. ...ttt ettt STR. 32

Strona 2z 33



Monika Osinska-Jaroszuk Zatacznik 2

dr Monika Osinska-Jaroszuk

Zaklad Biochemii

Wydzial Biologii i Biotechnologii

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin
monika.osinska-jaroszuk@poczta.umcs.lublin.pl
tel.+48 81 537-50-29, fax +48 81 537-56-65

1. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE

1998 | Magister biologii

Praca magisterska pt.. ,,Efekt szoku termicznego na lakaze
u grzyba ligninolitycznego Abortiporus biennis”

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Promotor: prof. dr hab. Andrzej Leonowicz

2007 | Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii

Rozprawa doktorska pt.. ,,Modyfikacja biomateriatow
naczyniowych antybiotykami aminoglikozydowymi”
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Promotor: prof. dr hab. Grazyna Ginalska

2. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH

1999-2001 — ASYSTENT w Dziale Badan i1 Rozwoju w Przedsigbiorstwie
Zagranicznym CORMAY (prace badawcze w zakresie mikrobiologii i
biochemii  klinicznej, walidacja  projektow, opracowywanie
dokumentacji projektowej zgodnie z normami ISO 9001)

2001-2003 — ASYSTENT STAZYSTA w Zakladzie Biochemii, Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie

2003-2010 — ASYSTENT w Zakladzie Biochemii, Uniwersytet Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie

2010- DO CHWILI OBECNEJ — ADIUNKT w Zaktadzie Biochemii, Uniwersytet Marii

Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Strona 3z33


mailto:monika.osinska-jaroszuk@poczta.umcs.lublin.pl

Monika Osinska-Jaroszuk

Zalacznik 2

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

A) TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO:

pod wspolnym tytutem:

»Charakterystyka i potencjal aplikacyjny wybranych

polisacharydow bakteryjnych i grzybowych”

Osiagni¢cie naukowe stanowi cykl 7 publikacji opublikowanych w latach 2013-2018

B) PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD ZGLASZANEGO OSIAGNIECIA NAUKOWEGO:

Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego.

Nr

Publikacja, dane bibliograficzne

IF!

Punkty
MNiSW?!

[01]

Osinska-Jaroszuk M.*, Wlizto K., Szatapata K., Jarosz-
Wilkotazka A. (2014) Correlation between the production of
exopolysaccharides and oxalic acid secretion by Ganoderma
applanatum and Tyromyces palustris. World Journal of
Microbiology and Biotechnology 30 (12):3065-3074.

1,779

20

[02]

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 compound with cytostatic and antibacterial properties.
BioMed Research International (poprzednia nazwa Journal of
Biomedicine and Biotechnolology) 2014, 743812:1-10.

3,169

30

[03]

Osinska-Jaroszuk M.*, Jarosz-Wilkotazka A., Jaroszuk-Scisel
J., Szatapata K., Nowak A., Jaszek M., Ozimek E., Majewska M.
(2015) Extracellular polysaccharides from Ascomycota and
Basidiomycota: production conditions, biochemical
characteristics, and biological properties. World Journal of
Microbiology and Biotechnology 31 (12):1823-1844.

1,532

20
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[O4] Bancerz R., Osinska-Jaroszuk M., Jaszek M., Janusz G., 1,413 20
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. Biotechnology and Applied Biochemistry 63
(1):67-76.

[O5] Osinska-Jaroszuk M.*, Wiater A., Choma A., Pleszczynska M., 1,718 25
Jaszek M., Janusz G., Skowronek M., Szczodrak J. (2017) (1—3)-
a—D-glucan from fruiting body and mycelium of Cerrena
unicolor (Bull.) Murrill: Structural characterization and use as a
novel inducer of mutanase. International Journal of Polymers
Science 2017, 1249134:1-9.

[O6] Osinska-Jaroszuk M.*, Jaszek M., Starosielec M., Sulej J., 2,139 30
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 Biosystem Engineering 41 (7):973-989.

[O7] Bancerz R., Osinska-Jaroszuk M., Jaszek M., Sulej J., Wiater 3,909 35
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 118:957-964.

Suma punktow: IF MNiSW
15,659 180

'zgodnie z rokiem opublikowania

*autor korespondencyjny

Z osiaggnigeciem naukowym sa zwigzane nastgpujace tworcze prace zawodowe, ktore
zostaty wykonane po uzyskaniu stopnia doktora:

1. [P1] Bancerz R., Osinska-Jaroszuk M., Jaszek M., Janczarek M., Rogalski J. (2017)
Polisacharydy pochodzenia grzybowego do zastosowania wraz z lipazg wyizolowang z
Rhizomucor variabilis w reakcjach estryfikacji wyzszych kwasow tluszczowych oraz
sposob otrzymywania takich estréw. Zgloszenie Patentowe nr P.420800

2. [P2] Bancerz R., Osinska-Jaroszuk M., Jaszek M., Janczarek M., Rogalski J. (2017)
Polisacharydy pochodzenia bakteryjnego do zastosowania wraz z lipaza wyizolowang z
Rhizomucor variabilis w reakcjach estryfikacji wyzszych kwasow tluszczowych oraz
sposob otrzymywania takich estrow. Zgloszenie Patentowe nr P.420801
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C) OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW

CEL NAUKOWY WYBRANYCH PRAC

Badania przedstawione w wybranych pracach naukowych wchodzacych w sktad
osiggnigcia naukowego mialy na celu pozyskanie i charakterystyke wybranych
polisacharydéw bakteryjnych i grzybowych oraz poszukiwanie nowych mozliwosci ich
potencjalnego zastosowania w szeroko rozumianej biotechnologii. Prace badawcze
pozwalajace na realizacj¢ tego zatozenia obejmowaty:

1. izolacje, charakterystyke i ocene potencjalu biomedycznego nowych polisacharydow
pochodzenia grzybowego,

2. optymalizacje warunkéw otrzymywania, charakterystyke biochemiczng oraz zbadanie
mozliwosci  zastosowania  biomedycznego  wyselekcjonowanych — nowych
egzopolisacharydéw grzybowych,

3. oceng mozliwosci praktycznego uzycia wybranych polisacharydow pochodzenia
grzybowego i bakteryjnego.

WPROWADZENIE:

Bakterie i grzyby naleza do najliczniejszych organizmow syntetyzujacych naturalne
polimery weglowodanowe. W przeciwienstwie do egzopolisacharydow bakteryjnych,
polisacharydy grzybowe s3 znacznie bardziej zrdznicowana grupg biopolimerow
weglowodanowych. Moga one bowiem zaréwno Stanowi¢ czgs¢ sktadowa Sciany
komorkowej, moga by¢ gromadzone wewnatrz komorek, gdzie petlnig role substancji
zapasowych, albo by¢ wydzielane na zewnatrz komorek, w celu np. ich ochrony [Giavasis,
2014]. Pod wzgledem budowy chemicznej polisacharydy stanowig zrdéznicowang grupe
zwigzkow wystepujaca najczesciej w postaci duzych polimeréw cukrowych utworzonych z
podjednostek monosacharydowych potaczonych wigzaniami glikozydowymi. Ze wzgledu na
miejsce wystepowania dzieli si¢ je na: egzopolisacharydy (EPS; ang. exopolysaccharides),
polisacharydy cytozolowe (IPS; ang. intracellular polysaccharides) oraz polisacharydy
scianowe (FCW; ang. fungal cell wall) [Jaroszuk-Sciset i Kurek, 2012; Yan i wsp., 2014].
Fizjologiczna rola egzopolisacharydow (EPS) zalezy od ekosystemu w jakim bytuje organizm
je wytwarzajacy. Uwaza si¢, ze wytwarzanie EPS przez mikroorganizmy zwigzane jest
bezposrednio z mechanizmami odpowiedzi na stresowe warunki wzrostu w tym temperature,
ci$nienie czy natgzenie Swiatta [Donot i wsp., 2012]. Egzopolisacharydy poprzez tworzenie
otoczki na zewnatrz mikroorganizméw, pozwalaja takze na akumulacj¢ odpowiedniej ilosci

wody 1 ochron¢ tych organizmoéw przed nadmiernym wysuszaniem. Dodatkowo dzieki
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anionowemu charakterowi czasteczek egzopolisacharydowych mozliwy jest ich udziat w
wychwytywaniu odpowiednich substancji odzywczych z podloza, a takze biosorpcja i
unieruchamianie szkodliwych jonow metali cigzkich [Breierova i wsp., 2002; Da Silva i wsp.,
2014]. Polisacharydy sg zwigzkami wykazujacymi szerokie spektrum wlasciwosci
bioaktywnych, takich jak: antyoksydacyjne, przeciwdrobnoustrojowe, immunomodulacyjne,
przeciwnowotworowe, hipolipidemiczne, hipoglikemiczne czy aktywnosci hepato-
protekcyjne [Usui i wsp., 1983; Miranda-Nantes i wsp., 2011; Kozarski i wsp., 2012]. Ich
naturalne wlasciwos$ci polegajace na zdolnosci sorpcji metali ciezkich, wspomaganiu procesu
solubilizacji sktadnikéw mineralnych u grzybow, a takze wywotywaniu odpornosci U roslin,
znalazly szerokie zastosowanie w rolnictwie przy bionawozeniu roslin, bioremediacji wody i
w biologicznej ochronie roslin [Welch i wsp., 1999; Seneviratne i wsp., 2008].

Bioaktywne whasciwos$ci polisacharydéw uzaleznione sg od ich struktury przestrzennej,
masy czasteczkowej, obecnosci innych monosacharydéw w czasteczce oraz rodzaju wigzan
glikozydowych. Istotne znaczenie ma takze zrodto ich pozyskiwania (typ organizmu, szczep),
warunki hodowli mikroorganizmu oraz metody ekstrakcji i izolacji. Poniewaz grzyb Cerrena
unicolor stanowi bogate zrodto metabolitow wtornych (substancji niskoczasteczkowych oraz
glikoprotein) o duzym potencjale biomedycznym, wstepne badania dotyczace polisacharydow
koncentrowaly si¢ wokot charakterystyki i okreSlenia bioaktywnej roli polisacharydow
wewnatrzkomorkowych izolowanych z tego organizmu. Doswiadczenie zdobyte w trakcie
prowadzenia prac nad izolacja 1 charakterystyka biochemiczng polisacharydéw
wewnatrzkomérkowych sktonity mnie do poszukiwania kolejnych organizméw dajacych
mozliwos$¢ otrzymywania polisacharydow prostszymi i bardziej ekonomicznymi metodami
[Jaszek i wsp., 2013]. Po wstepnej selekcji organizméw grzybowych w kregu moich
zainteresowan szczegolng rolg odegraty gatunki grzybow nalezace do grupy tzw. ,.biatej i
brazowej zgnilizny drewna”: Tyromyces palustris, Ganoderma applanatum oraz Abortiporus
biennis majace zdolnos¢ do biosyntezy egzopolisacharydow, ktore nie zostaly do tej pory
opisane w literaturze. Wiadomym jest, ze polisacharydy zewngtrzkomoérkowe stanowig
bogate Zrédlo substancji bioaktywnych pozyskiwanych szczegdlnie z bakterii, jednakze w
niewielu pracach opisano biosyntezg tych substancji przez grzyby wyzsze, szczeg6lnie
Basidiomycota. Dodatkowo pomimo duzej roznorodnosci wystepujacych egzopolisacharydow
i ich fizyko-chemicznych wiasciwosci tylko nieliczne z tych makroczasteczek znalazty
przemystowe i biomedyczne zastosowanie. Ze wzgledu na prosta metodyke otrzymywania tej

grupy polimeréw, moje zainteresowania badawcze koncentrowaly si¢ takze wokot
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polisacharydow zewnatrzkomoérkowych izolowanych ze szczepow bakteryjnych Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii Rt24.2, Sinorhizobium meliloti Rm1021, Bradyrhizobium
japonicum USDA110 oraz Bradyrhizobium elkanii USDA76, dotad nicopisanych w
kontekscie przedstawionych propozycji aplikacyjnych.

OPIS OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Ad. 1 Izolacja, charakterystyka i ocena potencjalu biomedycznego nowych
polisacharydow pochodzenia grzybowego.

Obiecujace wyniki badan prowadzone od 2011 roku w ramach dziatania
multidyscyplinarnej sieci badawczej (dziatajacej w oparciu o podpisane listy intencyjne
pomiedzy nastgpujacymi jednostkami naukowymi: UMCS, Politechnika Lubelska,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie i Centrum Onkologii — Instytut Marii Sktodowskiej—Curie
w Warszawie) zajmujacej si¢ okresleniem potencjatu biomedycznego metabolitow wtornych
izolowanych z grzybow bialej zgnilizny drewna, Stanowily punkt wyjScia do podjecia
tematyki zwigzanej z poszukiwaniem nowych grup polisacharydow oraz mozliwosci ich
nowatorskich zastosowan w medycynie i biotechnologii.

Oceng unikalnych wilasciwosci bioaktywnych substancji pochodzenia grzybowego
rozpoczegtam od grzyba ,,biatej zgnilizny drewna” C. unicolor, znanego wczesniej z literatury
jako producenta znacznych ilosci lakazy i innych enzymow zaangazowanych w procesach
biodegradacji ligniny, ale o nie zbadanym dotychczas potencjale biomedycznym. Testowatam
trzy grupy zwigzkoéw izolowanych z C. unciolor: 1) zewnatrzkomorkowy enzym lakaze (ex—
LAC); 2) frakcje niskoczasteczkowych metabolitow wtornych (ex—LMS) oraz 3) izolowane
po raz pierwszy z tego organizmu surowe preparaty polisacharydéw wewnatrzkomorkowych
(c-EPL). M¢j glowny udziat w pracy eksperymentalnej dotyczyt procesu izolacji oraz
okreslenia  wilasciwosci  antyoksydacyjnych i bakteriostatycznych  otrzymanych
polisacharydéw. Zrédlem polisacharydéw wewnatrzkomorkowych byta grzybnia C. unicolor.
W trakcie prac eksperymentalnych uzyskatam surowy, rozpuszczalny w wodzie, preparat
polisacharydowy pochodzenia cytozolowego, ktéry poddatam wstepnej charakterystyce
biochemicznej pozwalajacej okreslic jego sktad ilosciowy (cukry catkowite i redukujace,
biatka i substancje fenolowe). Dodatkowo w celu okreslenia obecnosci poszczegolnych grup
funkcyjnych wchodzacych w sktad struktury badanego endopolisacharydu preparat poddatam
hydrolizie w obecnos$ci kwasu trifluorooctowego, a nastgpnie analizie FT-IR, ktora
potwierdzita typowy udzial grup chemicznych charakterystycznych dla zwigzkéw cukrowych.

Po wykonaniu badan zwigzanych ze wstepna charakterystyka endopolisacharydu sprawdzitam
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jego wlasciwosci antyoksydacyjne oraz przeciwbakteryjne. Przeprowadzona analiza z
wykorzystaniem trzech niezaleznych metod analizy wlasciwosci antyoksydacyjnych (z
odczynnikami ABTS, DPPH oraz metoda chemiluminescencyjng) wykazata wysoki potencjat
antyoksydacyjny badanych frakcji c-EPL. Preparaty c-EPL odznaczaly si¢ takze
wlasciwos$ciami bakteriostatycznymi wobec bakterii  Staphylococcus aureus. Efektem
uzyskanych wynikéw zaprezentowanych w pracy bylo wykazanie mozliwos$ci zastosowania
biomedycznego nowego endopolisacharydu izolowanego z grzyba C. unicolor [Jaszek i wsp.,
2013].

Interesujgce wyniki badan endopolisacharydu izolowanego z C. unicolor byly podstawa
do dalszej pracy eksperymentalnej zwigzanej z ta tematyka badawczg. Poniewaz nie
stwierdzitam w przetestowanych warunkach doswiadczalnych mozliwosci wytwarzania przez
grzyb C. unicolor polisacharydéw zewnatrzkomorkowych, swoja uUwage skupitam na
badaniach polisacharydow $cianowych, izolowanych zar6wno z wegetatywnej grzybni jak i z
liofilizowanych owocnikow. W celu ekstrakeji polisacharydow $cianowych wykorzystatam
najczesciej stosowang i opisang w wielu pracach metod¢ z uzyciem 1 M NaOH (z p6zniejsza
neutralizacja 1 M HCI), w wyniku ktorej uzyskatam polisacharydy nierozpuszczalne w
wodzie a rozpuszczalne w zasadach (ASP). Wydajnos¢ ekstrakcji ASP wynosita 46,1% dla
owocnikow 1 9,5% dla grzybni. Nastepnie dzicki metodzie immunofluorescenyjnego
znakowania z przeciwciatami dokonatam detekcji (1—3)-a-D-glukanu w $cianie komorkowej
grzybni. Uzyskane glukany poddano szczegotowej analizie strukturalnej z wykorzystaniem
technik '"H NMR i FT-IR, ktore potwierdzity obecno$é grup (1—3)-a- w badanych
polisacharydach. Analiza skladu monosacharydow ASP wykazata, Ze podstawowym
monomerem budujacym polisacharydy izolowane z owocnika (93,5%) i grzybni (95,3%), jest
glukoza, dodatkowo wystepuja w niewielkiej ilosci ksyloza i mannoza. Z kolei analizy
produktow metylacji pokazaty, ze gldwnym typem wigzania budujacego glukany izolowane z
grzybni i owocnikow jest wigzanie —3)-a-D-Glcp-(1— . Po przeprowadzeniu pelnej
charakterystyki sktadu chemicznego i strukturalnego badanych glukanéw izolowanych z C.
unicolor swoja uwage skierowatam na poszukiwanie mozliwosci ich biotechnologicznego
zastosowania. Ze wzgledu na fakt, iz zewnatrzkomérkowe enzymy — mutanazy, maja
zdolnos$¢ rozktadania zwigzkow cukrowych zawierajacych w swojej budowie wigzania a-
(1—-3)- glikozydowe, w pierwszej kolejnosci postanowitam sprawdzi¢ mozliwos¢
wykorzystania (1—3)-a-D-glukanéw izolowanych z C. unicolor jako induktoréw syntezy

tego enzymu [Wiater i wsp., 2005]. Realizacja tego etapu badan byla mozliwa dzigki
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wspotpracy z pracownikami naukowymi Zaktadu Mikrobiologii Przemystowej UMCS w
Lublinie. Prace prowadzone w tym zespole badawczym, kierowanym przez prof. Janusza
Szczodraka, wskazujg na duzy potencjal biotechnologicznego zastosowania mutanazy w
produkcji preparatow dentystycznych, stuzacych do usuwania ptytki nazg¢bnej, dlatego
poszukiwanie nowych, efektywnych induktorow stymulujacych synteze tego enzymu wydaje
si¢ jak najbardziej uzasadnione. Obecnie najczgs$ciej stosowanym induktorem syntezy
mutanazy jest streptokokowy a-D-glukan znany jako mutan [Wiater i wsp., 2008]. Badania
indukcji syntezy mutanazy przez Trichoderma harzianum wykazaty wyrazny wzrost
aktywnosci tego enzymu po wprowadzeniu do kultur (1—3)-a-D-glukanéw izolowanych z
grzybni C. unicolor. W wyniku przeprowadzonych badan uzyskano nowe preparaty
nierozpuszczalnych w wodzie polisacharydow izolowanych z C. unicolor, ktére poddano
szczegolowej charakterystyce. Istotnym osiggnieciem bylo rowniez wykazanie
mozliwosci nowego zastosowania biotechnologicznego (1—3)-a-D-glukanow izolowanych
z grzybni C. unicolor jako alternatywnego dla mutanu induktora wykorzystywanego w
syntezie mutanazy. Wyniki zaprezentowanych prac eksperymentalnych przedstawiono w
nastepujacej publikacji [O5]:

Osinska-Jaroszuk M., Wiater A., Choma A., Pleszczynska M., Jaszek M., Janusz G., Skowronek M.,
Szczodrak J. (2017) (1—3)-a—D-glucan from fruiting body and mycelium of Cerrena unicolor (Bull.) Murrill:
Structural characterization and use as a novel inducer of mutanase. Int. J. Pol. Sci., 2017, 1249134:1-9.

Ad. 2 Optymalizacja warunkow otrzymywania, charakterystyka biochemiczna oraz
mozliwosci zastosowania biomedycznego wyselekcjonowanych nowych
egzopolisacharydow grzybowych.

2.1 Optymalizacja warunkoOw otrzymywania oraz charakterystyka biochemiczna

wybranych egzopolisacharydéw pochodzenia grzybowego

Zachgcajace  wyniki  badan  dotyczace  biotechnologicznego — wykorzystania
polisacharydow pochodzenia grzybowego staty si¢ dla mnie podstawa do poszukiwania
nowych grup zwigzkéw cukrowych o potencjale bioaktywnym. Poniewaz dotychczasowe
doniesienia literaturowe skupiaty si¢ gldwnie na pracach eksperymentalnych dotyczacych
endopolisacharydow pochodzenia grzybowego, natomiast nieliczne badania dotyczyty
grzybowych egzopolisacharydow izolowanych szczegélnie z gatunkow nalezacych do
Basidiomycota, postanowitam przeprowadzi¢ eksperymenty w obrebie tej grupy organizmow.
Po wstepnej selekcji wybranych szczepow grzybowych moja uwage skupitam na badaniach

dwoch roznych ekologicznie gatunkow nalezacych do grzybow ,.brazowej zgnilizny drewna’:
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Tyromyces palustris i1 ,bialej zgnilizny drewna”: Ganoderma applantum, u ktorych
wykazatam zdolno$¢ wytwarzania egzopolisacharydow w warunkach laboratoryjnych. W
wyniku przeprowadzonych prac eksperymentalnych ustalono optymalne warunki hodowli
grzyboéw (czas, temperaturg, wptyw zrodlta wegla w pozywce oraz wartosci pH podioza),
umozliwiajagce uzyskanie jak najwigkszej biomasy grzybni oraz wytwarzanych
egzopolisacharydow. Wykonano takze wstepng charakterystyke otrzymanych biopolimeroéw
przy uzyciu analitycznych technik biochemicznych.

Badania prowadzone w celu zwigkszenia ilosci wytwarzanych polisacharydow poprzez
dodanie do podtoza weglowodanow (np. sacharozy), wskazuja na mozliwo$¢ wytwarzania
przez organizmy grzybowe toksycznego ko-produktu w postaci kwasu szczawiowego [Wnag i
McNeil, 1994]. Ze wzgledu na fakt, iz grzyb T. palustris znany jest ze zdolnosci do syntezy
duzych ilosci kwasu szczawiowego oraz potwierdzong role kwasu szczawiowego w
odpowiedzi na obecnos¢ tlenkow metali u grzyba G. applanatum, w kolejnym etapie badan
podje¢to probe sprawdzenia wptywu kwasu szczawiowego na sekrecje polisacharydow do
podtoza. Zaobserwowano, ze wytwarzanie kwasu szczawiowego jest bezposrednio zwigzane
z poziomem poczatkowej wartosci pH pozywki hodowlanej. Wraz ze wzrostem wartosci pH
obserwowano wzrost ilosci kwasu szczawiowego. W przypadku G. applanatum przy
wyjsciowej wartosci pH podtoza hodowlanego wynoszacej 6,5, wykazano wzrost stezenia
kwasu szczawiowego do stezenia 1,66 + 0,2 mM, natomiast u grzyba T. palustris
zaobserwowano obnizenie ilosci tego kwasu z wartosci 7,7 + 0,6 mM przy poczatkowej
wartosci pH 6,0 do 1,99 + 0,2 mM przy wartosci pH 3,5. Wykazano takze zwigzek pomiedzy
ilo$cig wytwarzanego kwasu szczawiowego, wartoscig pH podtoza oraz iloscig wytwarzanego
polisacharydu. W poréwnaniu do G. applantum grzyb T. palustris wytwarzal znacznie
wigksze ilosci kwasu szczawiowego, natomiast wigkszag ilos¢  wydzielonego
egzopolisacharydu zaobserwowano u grzyba G. applantum (45,8 = 1,2 g/l) niz u T. palustris
(19,1 £ 1,2 g/l1). Podsumowujac, uzyskane wyniki wyraznie wskazywaly na wplyw
poczatkowych wartosci pH pozywki hodowlanej na wzrost grzybni, synteze kwasu
szczawiowego oraz egzopolisacharydu. Zaobserwowano, iz zwiekszone wydzielanie
kwasu szczawiowego hamuje synteze¢ egzopolisacharydow. Po raz pierwszy wykazano
mozliwos$¢ regulacji syntezy polisacharydow grzybowych poprzez zmiane wartosci pH
podloza. W wyniku przeprowadzonych analiz ustalono takze sklad biochemiczny

otrzymanych egzopolisachaydéw rozpuszczalnych w wodzie oraz poddano je wstepnej
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charakterystyce z uzyciem techniki FT-IR. Wyniki opisanych badan zostaty opublikowane
W nastepujacej pracy [O1]:

Osinska-Jaroszuk M., Wlizto K., Szatapata K., Jarosz-Wilkotazka A. (2014) Correlation between the
production of exopolysaccharides and oxalic acid secretion by Ganoderma applanatum and Tyromyces palustris.
World J. Microbiol. Biotechnol., 30 (12):3065-3074.

2.2 Przedstawienie nowych mozliwos$ci zastosowania biomedycznego otrzymanych

egzopolisacharydow grzybowych

W kolejnej pracy wchodzacej w sktad osiggniecia naukowego, zbadatam wtasciwosci
bioaktywne polisacharydow zewnatrzkomorkowych (GpEPS) wyizolowanych z kultur grzyba
G. applanatum, dla ktorego uzyskatam ilo$ci polisacharydu najbardziej obiecujgce pod katem
jego biotechnologicznego zastosowania. Wykonatam analizy okreslajace  wihasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwnowotworowe, immunostymulacyjne oraz antyoksydacyjne
otrzymanego polisacharydu. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly dziatanie
przeciwbakteryjne GpEPS wobec szczepu Staphylococcus aureus oraz toksyczny wptyw tego
polisacharydu na komorki Vibrio fischeri (82,8% uszkodzenia komorek). Jednocze$nie
preparaty GpEPS zostaty poddane testom cytotoksycznosci W warunkach in vitro wobec linii
komorkowych raka szyjki macicy pierwotnych i metastatycznych (SiHa i CaSki) i linii
fibroblastow ludzkich skory (HSF). Uzyskane wyniki wykazaty, ze GpEPS (w stgzeniu
powyzej 22,85 ug/ml i 228,5 pg/ml) moze wykazywaé selektywng aktywnos$¢ wobec linii
komoérek nowotworowych SiHa. Immunomodulujace wlasciwosci egzopolisacharydu
okreslono za pomoca komoérek THP-1, zdolnych do wytwarzania 1L-6 i TNF-a. Badania
wykazaty, iz 6-godzinna inkubacja GpEPS w stezeniu 228,5 pg/ml spowodowata
wytwarzanie TNF-o przez makrofagi pochodzace z THP-1 na poziomie 752,17 pg/ml, co
odpowiada okoto 54-krotnemu wzrostowi w poréwnaniu do kontroli negatywnej. Realizacja
tego etapu badan byta mozliwa dzigki wspdipracy z pracownikami naukowymi Zakladu
Wirusologii i Immunologii UMCS. Zdolno$¢ polisacharydéw do usuwania wolnych rodnikéw
okreslitam z udziatem odczynnika DPPH, dla ktorego uzyskano stopien redukcji utlenienia na
poziome 20% w stosunku do kontroli. W kolejnym etapie badan postanowitam sprawdzi¢
wlasciwosci sorpcyjne polisacharydow wobec cholesterolu, triglicerydow, glukozy oraz
joné6w magnezu 1 zelaza. W wyniku przeprowadzonych analiz wykazano zdolno$¢
egzopolisacharydu z G. applanatum do wigzania in vitro cholesterolu przy czym ilos¢
zwigzanego cholesterolu ulegata zwigkszeniu wraz z czasem inkubacji (39,2% po 2
godzinach i 57,9% po 24 godzinach inkubacji). Podobnej korelacji nie zaobserwowano w

przypadku wigzania triglicerydow. Zrealizowane dos$wiadczenia pozwolily na odkrycie
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nowych mozliwosci biomedycznego zastosowania egzopolisacharydu z G. applanatum i
potwierdzily jego wysoki potencjal w zakresie dzialania przeciwnowotworowego,
immunomodulacyjnego, przeciwbakteryjnego i hipocholesterolemicznego. Wyniki

opisanych badan zostaty opublikowane w nast¢pujacej pracy [O2]:

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 compound with cytostatic and antibacterial properties. BioMed Res. Int. poprzednia
nazwa J. Biomed. Biotechnol., 2014, 743812:1-10.

Dodatkowo cze$¢ wynikow badan  poswigconych  egzopolisacharydom  zostato

przedyskutowanych w pracy przegladowej [O3]:

Osinska-Jaroszuk M., Jarosz-Wilkotazka A., Jaroszuk-Sciset J., Szatapata K., Nowak A., Jaszek M., Ozimek
E., Majewska M. (2015) Extracellular polysaccharides from Ascomycota and Basidiomycota: production
conditions, biochemical characteristics, and biological properties. World J. Microbiol. Biotechnol. 31
(12):1823-1844.

Ad. 3 Ocena mozliwosci praktycznego uzycia wybranych polisacharydéw
pochodzenia grzybowego i bakteryjnego.

3.1 Polisacharydy jako czynniki stabilizujace i poprawiajace wlasciwosci katalityczne

wybranych grup enzymow

Uzyskanie  odpowiedniej stabilno$ci enzymoéw  jest istotnym  czynnikiem
umozliwiajgcym ich zastosowanie na skale przemystowa. Opierajac si¢ na danych
literaturowych i fakcie, iz do tej pory nie podjeto prob wykorzystania polisacharydéow jako
stabilizatorow enzymatycznych, postanowitam przeprowadzi¢ cykl badan majacych na celu
sprawdzenie mozliwosci zastosowania polisacharydéw pochodzenia grzybowego i
bakteryjnego jako czynnikow stabilizujacych aktywno$¢ wybranych grup enzymow.
Szczegdlng uwage skupitam na badaniach enzymow 0 wysokim potencjale
biotechnologicznym: lipazy i lakazy. W pierwszej kolejnosci wykonano analizy majace na
celu sprawdzenie wptywu dwoch polisacharydow pochodzenia grzybowego z G. appplantum
(GaEPS) i bakteryjnego z R. leguminosarum bv. trifolii Rt24.2 (RhEPS), na aktywno$¢ nowo
zidentyfikowanej i scharakteryzowanej lipazy ze szczepu Rhizomucor variabilis.
Udowodniono, ze inkubacja (30 dni w temp. 4° i 30°C) preparatow lipazy zaréwno z
preparatami GaEPS jak i RhEPS, wyraznie wptywa na aktywnos¢ lipazy w poréwnaniu do
preparatow kontrolnych przechowywanych bez dodatku tych polisacharydow. W probkach
enzymu inkubowanych z EPS (30 dni w temp. 4°C) aktywnos$¢ lipazy byla znacznie wyzsza

w poréwnaniu do kontroli odpowiednio o 22% w obecnosci GaEPS i 31% w przypadku

Strona 13z 33



Monika Osinska-Jaroszuk Zatacznik 2

RhEPS. Uzyskane wyniki badan wykazaly pozytywny efekt dziatania polisacharydéw na
lipaze w zakresie alkalicznych wartosci pH, w ktorym lipaza zachowywala wyraznie wyzsza
aktywno$¢ w stosunku do enzymu nie poddawanego procesom stabilizacji przez dodatek
preparatow bakteryjnych i grzybowych EPS. Podsumowujac, przeprowadzone badania
wskazuja na wyrazny wzrost stabilnosci lipazy z R. variabilis w obecnosci GaEPS i
RhEPS. Wykazano, ze wprowadzenie preparatow egzopolisacharydowych przyczynito
si¢ do poprawy wlasciwosci lipazy oraz zwiekszylo stabilno$¢ enzymu w pH 8.0 i
temperaturze 40°C co ma istotne znaczenie w rozszerzaniu mozliwosci jego
praktycznego wykorzystania. Opisane wyniki badan staty si¢ trescig nastgpujacej publikacji
[O4]:

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. Biochem., 63 (1): 67-76.

Obiecujgce wyniki badan, dotyczace poprawy wiasciwosci katalitycznych lipaz z
zastosowaniem egzopolisacharydow bakteryjnych, zainspirowaly mnie do dalszej pracy z
wykorzystaniem tych substancji jako stabilizatorow enzymatycznych. Dzigki wspotpracy z
Zaktadem Genetyki i Mikrobiologii UMCS z czterech szczepow bakteryjnych: Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii Rt24.2, Sinorhizobium meliloti Rm1021, Bradyrhizobium
japonicum USDA110, i Bradyrhizobium elkanii USDA76, uzyskatam polisacharydy
zewnatrzkomorkowe, ktore poddalam charakterystyce biochemicznej, a nastepnie
wykorzystatam jako narzedzie biotechnologiczne do modyfikacji lakazy wyizolowanej z
grzyba biatej zgnilizny drewna Cerrena unicolor. Przygotowane preparaty lakazowo-
polisacharydowe oraz kontrolne, poddatam analizom biochemicznym umozliwiajacym
Sprawdzenie zamian w poziomie aktywnosci lakazy, optimum wartosci pH reakcji
enzymatycznej, parametrow kinetycznych zmodyfikowanej lakazy oraz zmian profili
biatkowych preparatow lakazy, zawierajacych wybrane polisacharydy bakteryjne.

Uzyskane wyniki badan wskazywaly na wyrazny wplyw bakteryjnych
egzopolisacharydow na stabilno$¢ lakazy w poroéwnaniu do preparatdéw kontrolnych (nie
stabilizowanych EPS) w trakcie 30 dniowej inkubacji w temp. 25°C. Najwyzsza aktywno$¢
lakazy zaobserwowano w przypadku preparatow modyfikowanych Rh76EPS i Rh1021EPS
(odpowiednio 49,5 i 41,5% w poréwnaniu do kontroli bez EPS 12,8%). Egzopolisacharydy
uzyskane z bakterii Bradyrhizobium elkanii USDA76 i Sinorhizobium meliloti Rm1021

réwniez najkorzystniej wplywaty na stabilnos¢ lakazy w szerokim zakresie wartosci pH od
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4,6 do 6,2. Obserwowane, wyrazne przesuni¢cie optimum dziatania enzymu w ww. zakresie
wartosci pH w obecnos$ci bakteryjnych EPS, stwarzajg szersze mozliwosci wykorzystania
tego enzymu w procesach technologicznych (np. w konstrukcji biosensorow). Jednoczesnie
wykonatam analiz¢ zmian parametréw elektrochemicznych lakazy stabilizowanej dodatkiem
EPS-u oraz lakazy stabilizowanej polisacharydami i unieruchomionej na jednoS$ciennej
nanorurce weglowej (SWCNTSs). Cykliczna woltamperometria wskazywala na wyrazne
przesunigcie potencjatlu redoks preparatdow stabilizowanych egzopolisacharydem w
poréwnaniu do enzymu niepoddanego stabilizacji. Specyficzna budowa lakazy zwigzana z
obecnoscig atomoéw miedzi w centrum aktywnym, sugeruje takze na mozliwosci stabilizacji
enzymu poprzez sorpcyjne oddzialywanie EPS-6w na jony miedzi. Dlatego w kolejnym
etapie badan sprawdzono wtasciwosci sorpeyjne polisacharydéw bakteryjnych wobec jonow
zelaza i magnezu, gdzie najwyzsze wlasciwosci sorpcyjne (odpowiednio na poziomie 42 i
14,5%) zaobserwowano wobec polisacharydéw izolowanych z B. japonicum USDAL110.
Uzyskane wyniki potwierdzajace zdolnosci adsorpcyjne bakteryjnych EPS-6w w stosunku do
dwuwarto$ciowych jonéw zelaza i magnezu moga wskazywa¢ na bezposredni zwigzek
egzopolisacharydow w procesach stabilizacji enzymu. Zrealizowane doswiadczenia
pozwolily na odkrycie nowych mozliwosci zastosowan bakteryjnych EPS jako
czynnikéw stabilizujacych oraz poprawiajacych wlasciwosci Kkatalityczne lakazy.
Poprawa wlasciwosci Kkatalitycznych lakaz w obecnosci bakteryjnych EPS-6w, w
szczegoOlnosci w podwyzszonej temperaturze i w szerokim zakresie wartosci pH moze
by¢ obiecujacym narzedziem w licznych zastosowaniach biotechnologicznych.
JednoczeSnie wykazano, iz bakteryjne egzopolisacharydy zmieniaja znaczaco
elektrochemiczne wlasciwosci lakazy, co moze mie¢ zastosowanie w poprawie
wlasciwosci enzymu, stosowanego jako element skladowy biosensorow i bioogniw.
Opisane wyniki badan staty si¢ trescig nastepujacej publikacji O6:

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 Biosyst.
Eng., 41 (7): 973-989.

3.2 Polisacharydy jako czynniki adsorbujace wode w procesie syntezy estrow

Dane literaturowe wskazuja na coraz wigksze zainteresowanie Wykorzystaniem lipaz
jako katalizatorow reakcji w procesach bezposredniej estryfikacji badz transestryfikacji.
Istotnym czynnikiem determinujacym Kierunek reakcji katalizowanych przez lipazy jest ilos¢

wody w mieszaninie reakcyjnej. Reakcja estryfikacji i transestryfikacji zachodzi przy
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niewielkiej ilosci wody lub jej braku, natomiast nadmiar wody sprzyja procesowi hydrolizy.
Dlatego w celu sprawdzenia w jaki sposob polisacharydy wptywaja na proces enzymatycznej
estryfikacji przy udziale lipazy Rhizomucor variabilis, zaplanowano kolejny cykl
doswiadczen po$wiecony badaniom otrzymywania estru z kwasu kaprylowego lub
oleinowego i butanolu. Powstaly w reakcji kwasu oleinowego i butanolu produkt oleinian-1
butylu, jest stosowany w przemysle jako dodatek do oleju napgdowego, plastyfikator
polichlorku winylu, $§rodek wodoodporny lub dodatek do ptynéw hydraulicznych [Sharma i
Kanwar, 2014]. W badaniach zastosowatam scharakteryzowane wczesniej egzopolisacharydy
otrzymane z Ganoderma applanatum (GaEPS), pozyskane po raz pierwszy i opisane przez
nasz zespot [Bancerz i wsp., 2018] egzopolisacharydy z Abortiporus biennis (AbEPS) oraz
polisacharydy wyizolowane z owocnikéw Piptoporus betulinus (PbPS) i Laetiporus
sulphurous (LsPS). W poczatkowym etapie doswiadczen wykonano optymalizacje procesu
syntezy dwoch estrow kaprylanu butylu i oleinianu butylu poprzez ustalenie parametrow
reakcji, takich jak: typ rozpuszczalnika organicznego, stosunek molowy alkoholu i kwasu,
stezenie substratu oraz ilosci lipazy. Nastepnie w optymalnych warunkach reakcji estryfikacji
przeprowadzono jej modyfikacje poprzez dodatek odpowiednich polisacharydéw. Uzyskane
wyniki badan wskazywaty na bardzo wyrazng poprawe wydajnosci syntezy estrow (kaprylanu
butylu i oleinianu butylu) w obecno$ci zastosowanych preparatow polisacharydowych.
Najwyzszy wspOtczynnik konwersji  (95,2%) w trakcie syntezy kaprylanu butylu,
zaobserwowano w obecnosci 1 mg preparatu AbEPS (czas reakcji 24 godziny, 500 U
aktywnosci  lipazy), natomiast najwyzszy stopien konwersji w syntezie oleinian butylu
(91,2%) zostat uzyskany w obecnosci 1 mg preparatu LSPS. Przeprowadzone doswiadczenia
doprowadzity do znacznej poprawy wydajnosci reakcji estryfikacji poprzez nowatorskie
wykorzystanie polisacharydéw jako czynnikéw adsorbujacych wode. Opisane wyniki
badan okazaty si¢ na tyle istotne i obiecujace, iz staty si¢ przedmiotem dwodch zgloszen
patentowych [P1, P2] oraz trescig nastgpujacej publikacji [O7]:

[O7] 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. Int. J. Biol. Macromol., 118:957-964.

[P1] Bancerz R., Osinska-Jaroszuk M., Jaszek M., Janczarek M., Rogalski J. (2017) Polisacharydy
pochodzenia grzybowego do zastosowania wraz z lipazg wyizolowang z Rhizomucor variabilis w reakcjach
estryfikacji wyzszych kwasow thuszezowych oraz sposob otrzymywania takich estrow. Zgloszenie Patentowe nr
I[Dlégogoa?lcerz R., Osinska-Jaroszuk M., Jaszek M., Janczarek M., Rogalski J. (2017) Polisacharydy

pochodzenia bakteryjnego do zastosowania wraz z lipaza wyizolowang z Rhizomucor variabilis w reakcjach

estryfikacji wyzszych kwasow thuszczowych oraz sposéb otrzymywania takich estrow. Zgloszenie Patentowe nr
P.420801
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PODSUMOWANIE WYNIKOW BADAN STANOWIACYCH TRESC OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
PRZEDSTAWIONEGO W  POSTEPOWANIU  HABILITACYJNYM  ORAZ  OMOWIENIE
EWENTUALNEGO ICH ZASTOSOWANIA:

Za najwazniejsze osiagnig¢cia badawcze zrealizowanego przeze mnie cyklu doswiadczen

stanowigcych tres¢ osiggnigcia naukowego mozna uznac:

1. Otrzymanie i po raz pierwszy scharakteryzowanie preparatow polisacharydowych
nierozpuszczalnych w wodzie i rozpuszczalnych w zasadach, zawierajacych 1—3)-a-D-
glukan izolowanych z grzybni C. unicolor oraz wykazanie mozliwosci jego zastosowania

jako alternatywnego dla mutanu induktora w procesie otrzymywania mutanazy.

2. Otrzymanie nowych zewnatrzkomérkowych ~ preparatow  polisacharydowych
rozpuszczalnych w wodzie z Ganoderma applanatum i Tyromyces palustris.
Optymalizacja warunkéw hodowli grzybow Ganoderma applantum i Tyromyces palustris
w celu uzyskania jak najwyzszej wydajnosci produkcji nowej frakcji polisacharydowej
wraz z okre$leniem korelacji pomigdzy iloscig wytwarzania kwasu szczawiowego a
wydajnoscig produkcji egzopolisacharydu przez badane grzyby; zaobserwowanie, ze
wytwarzanie kwasu szczawiowego jest zwigzane z poczatkowa warto$cia pH pozywki
hodowlanej. W porownaniu do G. applanatum grzyb T. palustris wytwarzal znacznie
wieksze ilosci kwasu szczawiowego przy czym wigkszg 1los¢ wydzielonego
egzopolisacharydu (45,8 = 1,2 g/l) obserwowano u grzyba G. applanatum w poréwnaniu
do T. palustris (19,1 £ 1,2 g/1).

3. Przedstawienie po raz pierwszy mozliwosci biomedycznego  zastosowania
egzopolisacharydu z G. applanatum oraz potwierdzenie jego wysokiego potencjatu w
zakresie dziatania przeciwnowotworowego, immunomodulacyjnego, przeciwbakteryjnego
oraz hipocholesterolemicznego. W wyniku przeprowadzonych badan wykazano dziatanie
przeciwbakteryjne GpEPS wobec szczepu Staphylococcus aureus oraz zaobserwowano
toksyczny wplyw tego polisacharydu na komorki Vibrio fischeri. Uzyskane wyniki
wykazaly, ze GpPEPS (w st¢zeniu powyzej 22,85 pg/ml i 228,5 ng/ml) moze wykazywac
selektywna aktywno$¢ wobec linii komdrek nowotworowych raka szyjki macicy (SiHa).
Wykazano takze zdolnos$¢ egzopolisacharydu z G. applanatum do wigzania cholesterolu w

warunkach in vitro.

4. Nowatorskie zastosowanie polisacharydéw pochodzenia grzybowego i bakteryjnego jako

czynnikow stabilizujacych 1 poprawiajacych wilasciwosci katalityczne enzymow (lakazy i
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lipazy) w podwyzszonej temperaturze i w szerokim zakresie wartosci pH. Lakaza
stabilizowana preparatem Rh1021EPS, zachowywata ponad 4 krotnie wigksza aktywno$¢
w poréwnaniu do preparatu natywnego. Wykazano po raz pierwszy zmiany wiasciwosci

elektrochemicznych lakazy w obecnosci bakteryjnych egzopolisacharydow.

5. Otrzymanie nowego preparatu egzopolisacharydowego z podloza hodowlanego
Abortiporus biennis; opisanie po raz pierwszy mozliwosci zastosowania polisacharydow
grzybowych w zwigkszeniu poziomu estryfikacji (synteza kaprylanu butylu i oleinianu
butylu) przy udziale lipazy z Rhizomucor variabilis. Nowatorski charakter
przeprowadzonych badan dat podstawg do opracowania dwoch zgloszen bedacych
przedmiotem ochrony patentowej.

Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane w 6 oryginalnych pracach naukowych i 1
pracy przegladowej. We wszystkich bylam gléwnym wykonawcg eksperymentow, wniostam
tez znaczacy wklad w koncepcje badan, analize i1 opracowanie graficzne wynikow oraz

przygotowanie manuskryptow.

4, OMOWIENIE POZOSTAELYCH OSIAGNIEC NAUKOWO—-BADAWCZYCH
A) PRACA NAUKOWO-BADAWCZA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA
e Studia i praca magisterska

Prace naukowg rozpoczetam w 1997 roku w zespole badawczym kierowanym przez
prof. dr hab. Andrzeja Leonowicza w Zaktadzie Biochemii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie. Prowadzone przeze mnie badania zwigzane byly z proba
poszukiwania nowych metod indukcji lakazy - enzymu ligninolitycznego pochodzacego z
grzyba bialej zgnilizny drewna Abortiporus biennis. Moje badania koncentrowaty si¢ na
sprawdzeniu wplywu szoku termicznego na aktywnos$¢ lakazy jako alternatywnej metody
stymulacji produkcji enzymu w stosunku do znanych chemicznych, a jednocze$nie
toksycznych induktorow, np. ksylidyny. W trakcie przeprowadzonych badan dokonatam
optymalizacji temperatur oraz czasow ich dzialania na poziom syntezy zewnatrzkomoérkowe;j
lakazy. Wykazatam, ze w warunkach dziatania zardwno niskiej jak i wysokiej temperatury
dochodzi do zwigkszenia poziomu syntezy badanego enzymu. W dalszej czg$ci badan
podjetam probe wyjasnienia mechanizméw zwigzanych z tym procesem, poprzez badanie

poziomu RFT, takich jak anionorodnik ponadtlenkowy, oraz produktow jego przemian.
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Przeprowadzone przeze mnie prace badawcze staly si¢ tematem pracy magisterskiej pt. ,,Efekt
szoku termicznego na lakaze u grzyba ligninolitycznego Abortiporus biennis”, pod Kierunkiem

prof. dr hab. Andrzeja Leonowicza.
e Praca naukowa w Dziale Badawczo-Rozwojowym P.Z. CORMAY S.A.

Po ukonczeniu studiow magisterskich w 1999 roku rozpoczetam prace naukowg w
Dziale Badawczo-Rozwojowym P.Z. CORMAY (jeden z pierwszych producentow
odczynnikow diagnostycznych i dystrybutor sprz¢tu medycznego), kierowanym przez dr
Emili¢ Palen. Moje prace badawcze zwigzane byly gléwnie z opracowaniem nowych
technologii produkcji odczynnikow stosowanych w biochemii klinicznej i mikrobiologii.
Opracowane przeze mnie odczynniki do analizy albuminy i bialek catkowitych zostaty z
sukcesem wprowadzone na rynek produkcyjny. W ramach pracy badawczej zajmowatam si¢
rowniez walidacja nowych metod pomiarowych zgodnie z obowigzujagcymi normami ISO

9001 oraz wdrazaniem i dostosowaniem jakosciowym produktéw do norm europejskich.
¢ Praca naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W 2002 roku rozpoczetam prace w Zaktadzie Biochemii UMCS w zespole kierowanym
przez prof. dr hab. Grazyn¢ Ginalska, gdzie prowadzitam badania zwigzane z modyfikacja
biomateriatdw naczyniowych oraz immobilizacja na nich substancji biologicznie czynnych.
Badania miaty na celu opracowanie nowej, skutecznej metody unieruchamiania antybiotykow
aminoglikozydowych na wybranych protezach naczyniowych w sposob trwaty,
uniemozliwiajacy szybka elucje w czasie ich stosowania. W celu realizacji zaplanowanych
badan samodzielnie opracowalam nowatorskie metody immobilizacji antybiotykow
aminoglikozydowych (gentamycyny i amikacyny), poprzez wigzanie kowalencyjne pomiedzy
komponenta cukrowa antybiotyku a grupami aminowymi matrycy. Druga zaproponowang
metoda immobilizacji byto wigzanie antybiotyku z wykorzystaniem jego grup aminowych. W
ramach zrealizowanego projektu badawczego opracowatam nowe metody analityczne
(metode spektrofotometryczng oraz metod¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC), umozliwiajace ilosciowe oznaczenie gentamycyny i amikacyny w preparatach
zawierajacych unieruchomiony antybiotyk. W badaniach uzytam komercyjne kolagenowane
protezy naczyniowe (Hemashield™ oraz Wovex™) oraz zelatynowane (Gelsoft™, Unigraft™
Tricogel®). Wykonatam optymalizacje warunkéw immobilizacji wybranych antybiotykow
(wartos¢ pH s$rodowiska, stezenie czynnika redukujacego, stezenie leku), w wyniku ktorej

wykazatam zdolno$¢ immobilizacji antybiotyku do wszystkich typow badanych protez, cho¢
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z r6zng wydajnoscig i rozng iloScig zwigzanego leku. Ponadto stwierdzitam, ze testowane
antybiotyki wigza si¢ do biomateriatbw w sposdb mieszany: adsorpcyjnie, jonowo i
kowalencyjnie, przy czym najwickszy procentowy udzial w wigzaniu leku ma wigzanie
kowalencyjne. Wykazalam, ze zastosowanic nowej metody wigzania antybiotykow
aminoglikozydowych poprzez trwate wigzanie kowalencyjne, znacznie wydluza czas ich
elucji z protezy naczyniowej (do 30 dni) w porownaniu do protez kontrolnych nasgczanych
antybiotykiem (3 dni), co ma istotne znaczenie w praktycznym wykorzystaniu tego typu
protez w leczeniu pacjentéw z tendencjg do zakazenia protez naczyniowych. Kolejny etap
moich badan dotyczyl okre§lenia wlasciwosci  biologicznych  zmodyfikowanych
biomateriatéw. Dokonatam oceny dziatania przeciwbakteryjnego otrzymanych protez.
Badania prowadzitam zaréwno z udziatem referencyjnych szczepow bakteryjnych ATCC
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa), jak i na izolatach
klinicznych pozyskiwanych od pacjentow lubelskich szpitali (PSK4 i PSK1 Lublin). Na
podstawie  uzyskanych  wynikow  wykazatam, Ze immobilizacja antybiotykow
aminoglikozydowych nie wplywala na zmiang¢ ich wilasciwosci przeciwbakteryjnych i
pozwalata na skuteczng ochrong¢ protez naczyniowych przed zasiedlaniem testowanych
szczepow. Dodatkowo wykonana przez mnie ocena adhezji bakterii do biomateriatu
zmodyfikowanego antybiotykami, wykazala specyficzne wlasciwosci zapobiegajace
przyleganiu komorek bakteryjnych do powierzchni protez naczyniowych, w przeciwienstwie
do przetestowanych protez kontrolnych, niemodyfikowanych antybiotykiem, badz
impregnowanych solami srebra. W kolejnym etapie badan dokonatam oceny cytotoksycznosci
protez naczyniowych modyfikowanych gentamycyng wobec komorek srodblonka bydlecego
(BEAC), ktora wykazata brak efektu toksycznego. Wyniki przeprowadzonych analiz staty si¢
trescig przygotowanej rozprawy doktorskiej pt. "Modyfikacja biomateriatow naczyniowych
antybiotykami aminoglikozydowymi", ktorej promotorem byta prof. dr hab. Grazyna Ginalska.
Badania wykonane w ramach mojej pracy doktorskiej zostaly czesciowo sfinansowane ze
srodkow pochodzgcych z Projektu Badawczego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyZszego
- 3 TO9B 052 29 pt.:”Kowalencyjna immobilizacja antybiotykow, w celu uzyskania
antybakteryjnosci protez naczyniowych”, realizowanego we wspdlpracy z Uniwersytetem

Medycznym w Lublinie.
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Wyniki do§wiadczen prowadzonych przeze mnie przed obrong doktoratu staty si¢ czescig

nastepujacych opracowan naukowych:

— - . 1 Punkty
Nr Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSWL
[1] Ginalska G., Osinska M.*, Uryniak A. (2004) A covalent method of 0,951 15
gentamicin bonding to silica supports. J. Biomater. Applic. 18(4):279-
289.
[2] Ginalska G., Kowalczuk D., Osinska M.* (2005) A chemical method of 2,156 20
gentamicin bonding to gelatine-sealed prosthetic vascular grafts. Int. J.
Pharm. 288(1):131-140.
[3] Ginalska G., Osinska M.*, Uryniak A., Urbanik-Sypniewska T., Belcarz 2,026 20
A., Rzeski W., Wolski A. (2005) Antibacterial activity of gentamicin-
bonded gelatin-sealed polethylene terephtalate vascular protheses. Eur.
J. Vasc. Endovasc. Surg. 29(4):419-424.
[4] Ginalska G., Kowalczuk D., Osinska M.* (2007) Amikacin-loaded 2,408 20
vascular prosthesis as an effective drug carrier. Int. J. Pharm. 339(1-2):
39-46.
[5] Ginalska G., Uryniak A., Osinska M.*, Urbanik-Sypniewska T. (2004) - 5

Antibiotic protection of gelatinated vascular prostheses using the method
of covalent immobilization (Antybiotykowa ochrona zelatynowanych

protez naczyniowych metoda kowalencyjnej immobilizacji). Pol. Przegl.
Chir. 76(10): 1063-1070.

1zgodnie z rokiem opublikowania

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

przedmiotem 2 patentow krajowych, ktore przyznano juz po uzyskaniu przeze mnie stopnia

doktora:

1.

Ginalska G., Uryniak A., Lobarzewski J., Osinska M.* (2009) Sposob immobilizacji
antybiotykow zawierajacych I-rzedowe grupy aminowe ze stalymi matrycami pokrytymi
biatkiem. Patent Nr 201383, MNiSW = 30 pkt
. Ginalska G., Uryniak A., Lobarzewski J., Osinska M.* (2009) Sposob immobilizacji
antybiotykow na statych matrycach, zwlaszcza antybiotykow zawierajacych w swojej
budowie komponent cukrowy. Patent Nr 203306, MNiSW = 30 pkt

*Osinska M. — nazwisko panienskie

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

doktora w pracy [D1].

Strona 22z 33



Monika Osinska-Jaroszuk Zatacznik 2

Punkty

: : NT : 1
Nr  Publikacja, dane bibliograficzne IF MNiSW?

[D1] Osinska-Jaroszuk M., Ginalska G., Belcarz A., Uryniak A. (2009) 2,919 24
Vascular prostheses with covalently bound gentamicin and amikacin
reveal superior antibacterial properties than silver-impregnated ones-
an in vitro study. Eur. J. Vasc. Endovasc. Surg. 38(6):697-706.

1zgodnie z rokiem opublikowania

Wyniki badan w ktérych uczestniczylam przed uzyskaniem stopnia doktora staty si¢ takze
tredcig streszczen naukowych zaprezentowanych na konferencjach migdzynarodowych (10)

oraz krajowych (7).

Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF) moich prac, opublikowanych przed uzyskaniem

stopnia doktora nauk biologicznych, zgodnie z rokiem opublikowania wyniost 7,541.

Suma punktow MNiISW uzyskanych przeze mnie za prace opublikowane przed

uzyskaniem stopnia doktora. zgodnie z rokiem opublikowania, wyniosta 80.

B) PRZEBIEG MOJEJ PRACY NAUKOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA ORAZ

REALIZOWANE AKTUALNIE ZADANIA BADAWCZE

Dorobek naukowy (wraz z pracami wchodzacymi w sklad osiggniecia naukowego) po

uzyskaniu stopnia doktora obejmuje:

- 33 prace naukowe, wtym 25 w czasopismach z listy JCR,

- 59 doniesien zjazdowych, w tym 28 na konferencjach migdzynarodowych,

- 4 patenty krajowe,

- 2 zgloszenia patentowe.

Wyniki wszystkich prac, poza publikacjami wchodzacymi w sktad osiggniecia naukowego,

w ktorych bratam udzial po obronie doktoratu, zostaly opublikowane w nastepujacych

artykutach naukowych:

Strona 23z 33



Monika Osinska-Jaroszuk

Zalacznik 2

Nr

Publikacja, dane bibliograficzne

IF!

Punkty
MNiSW*

[D1]

Osinska-Jaroszuk M., Ginalska G., Belcarz A., Uryniak A.
(2009) Vascular prostheses with covalently bound gentamicin
and amikacin reveal superior antibacterial properties than
silver-impregnated ones- an in vitro study. Eur. J. Vasc.
Endovasc. Surg. 38(6):697-706.

2,919

24

[D2]

Sulej J., Janusz G., Osinska-Jaroszuk M., Malek P., Mazur
A., Komaniecka 1., 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):427-437

2,966

30

[D3]

Jaszek M., Osinska—Jaroszuk M., Janusz G., Matuszewska
A., Stefaniuk D., Sulej J., Polak J., Ruminowicz M.,
Grzywnowicz K., Jarosz-Wilkolazka A. (2013) New
bioactive fungal molecules with high antioxidant and
antimicrobial capacity isolated from Cerrena unicolor
idiophasic cultures. BioMed Res. Int. (J. Biomed.
Biotechnol.), 2013, 497492, 1-11.

2,706

30

[D4]

Jaszek M., Kos K., Matuszewska A., Grgz 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. Appl.
Biochem. Biotechnol. 174(2):644-656.

1,735

20

[D5]

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.
Biochem. Biotech.,176 (6):1638-1658.

1,606

20

[D6]

Mizerska-Dudka M., Jaszek M., Blachowicz 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. 79:459-468.

3,138

25

[D7]

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

2,189

25

[D8]

Jaszek M., Osinska—Jaroszuk M., Sulej J., Matuszewska A.,
Stefaniuk D., Maciag K., Polak J., Matuszewski L.,
Grzywnowicz K. (2015) Stimulation of the antioxidative and
antimicrobial potential of the blood red bracket
mushroom Pycnoporus sanguineus (higher Basidiomycetes).
Int. J. Med. Mushrooms. 17(8):701-712.

1,357

15
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[D9] Matuszewska A., Karp M., Jaszek M., Janusz G., Osinska- 1,39 15
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.

[D10] Szatapata K., Osinska-Jaroszuk M., Bryjak J., Jaszek M., 1,104 25
Jarosz-Wilkotazka A. (2016) Immobilization of pepsin on
various porous carriers. Braz. J. Chem. Eng. 33(2):251-260.
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Suma punktow: IF MNiSW
41,194 484

1zgodnie z rokiem opublikowania
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Wyniki badan w ktorych uczestniczytam po uzyskaniu stopnia doktora staly si¢ rowniez
przedmiotem 4 patentow krajowych:

1.Ginalska G., Uryniak A., Lobarzewski J., Osinska M.* (2009) Spos6b immobilizacji
antybiotykow zawierajacych I-rzgdowe grupy aminowe ze stalymi matrycami
pokrytymi biatkiem. Patent Nr 201383, MNiSW = 30 pkt.

2. Ginalska G., Uryniak A., Lobarzewski J., Osinska M.* (2009) Sposob immobilizacji
antybiotykOw na stalych matrycach, zwlaszcza antybiotykow zawierajacych w swojej
budowie komponent cukrowy. Patent Nr 203306, MNiSW = 30 pkt.

3. Jaszek M., Matuszewska A., Osinska-Jaroszuk M., Janusz G., Sulej J., Stefaniuk D.,
Giannopoulos K., Karp M. (2013) Enzym lakaza wyizolowany z grzyba Cerrena
unicolor do zastosowania w leczeniu chorob nowotworowych krwi. Patent Nr 225934,
MNISW = 30 pkt.

4. Matuszewska A., Jaszek M., Janusz G., Osinska-Jaroszuk M., Sulej J., Stefaniuk D.,
Rogalski J., Mizerska—Dudka M., Kandefer—Szerszen M. (2013). Enzym lakaza
wyizolowany z grzyba Cerrena unicolor do zastosowania w leczeniu raka szyjki macicy
Patent Nr 225869, MNiSW = 30 pkt.

*nazwisko panienskie

oraz trescig streszczen zaprezentowanych na konferencjach migdzynarodowych (28) i

krajowych (31).

Moje zainteresowania badawcze z okresu pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

mozna podzieli¢ na kilka grup tematycznych:

1. Immobilizacja enzymow (proteaz) i inhibitorow proteaz w celu modyfikacji

wybranych grup biomaterialow

Tematyka immobilizacji stanowi kontynuacj¢ moich zainteresowan w obszarze
modyfikacji réoznych typéw materiatbw medycznych m.in. protez naczyniowych. Badania
obejmujg m.in. poszukiwanie nowych substancji o wlasciwosciach antyseptycznych (AEBSF,
inhibitor sojowy, oj-antytrypsyna), umozliwiajacych ochrong poliestrowych protez
naczyniowych i poliestrowo-polipropylenowej kosci czaski przed zasiedlaniem patogenow
oraz badanie wlasciwosci biologicznych i fizykochemicznych zmodyfikowanych
biomateriatbw. W ramach tego tematu sprawowalam czg¢sciowag opieke merytoryczng
(promotor pomocniczy) nad praca doktorskg dr Katarzyny Szatapaty (2018) pt. ,, Wlasciwosci
wybranych — materiatow  biomedycznych  modyfikowanych inhibitorami  enzymow
proteolitycznych.” Wyniki do$wiadczen zostaly opisane w pracy:D9. Obecnie w ramach

powyzszej tematyki biore udzial w pracach zespotu kierowanego przez prof. dr hab. Anng
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Jarosz-Wilkotazka, ktora realizuje projekt finansowany ze srodkow NCN pt. "Modyfikacja
materiatow biomedycznych inhibitorami enzymow proteolitycznych” (2017/25/B/NZ7/01084).
Tematyka immobilizacji stata si¢ takze przedmiotem licznych prac przegladowych
dotyczacych metod immobilizacji antybiotykow [D18] oraz przegladu wiedzy na temat
biomateriatéw stosowanych w chirurgii naczyniowej [D22], a takze roslinnych inhibitoréw

proteaz, ich wlasciwosci i zastosowan biotechnologicznych i medycznych [D23, D24, D25].

2. Polisacharydy - wybor organizméw, izolacja, charakterystyka i zastosowanie

biotechnologiczne

Gloéwny obszar moich zainteresowan zwigzanych z pracg badawcza po osiggnigciu
tytutu doktora, dotyczy tematyki pozyskiwania i charakterystyki polisacharydéw pochodzenia
grzybowego i bakteryjnego (szczegblnie egzopolisacharydéw). W ramach tych prac (oprocz
opracowan wchodzacych w sklad osiggnigcia naukowego), przeprowadzitam badania
zwigzane z optymalizacja metod oczyszczania polisacharydow z wykorzystaniem metod
chromatograficznych, ktorych wyniki staly si¢ trescig pracy D19. Jednocze$nie zajmowalam
si¢ poszukiwaniem nowych zastosowan biotechnologicznych 1 biomedycznych dla
wyizolowanych przeze mnie polisacharydow co stato si¢ trescig prac wchodzacych w sktad
osiggniecia habilitacyjnego. Dokonalam charakterystyki rozpuszczalnego w wodzie
endopolisacharydu izolowanego z grzyba C. unicolor oraz wykazatam jego wtasciwosci
antyoksydacyjne i bakteriostatyczne wobec bakterii Staphylococcus aureus (publikacja D3)
oraz przeprowadzitam badania zwigzane z okre$leniem wptywu egzopolisacharydow z G.
applanatum na wiasciwosci mysich komorek fibroblastow linii 1L929 z wykorzystaniem

systemu ECIS (publikacja D11).

3. Biomedyczne zastosowanie substancji biologicznie czynnych pozyskiwanych z

grzybow

Grzyby biatej zgnilizny drewna stanowig bogate Zrodlo substancji o charakterze
bioaktywnym. W ramach zespotu naukowego, kierowanego przez panig dr hab. Magdaleng
Jaszek biore¢ aktywny udziat w pracach nad poszukiwaniem nowych zwigzkéw
niskoczasteczkowych, lakazy oraz polisacharydow o potencjalnych zastosowaniach
biomedycznych wykazujacych aktywno$¢ przeciwnowotworows, antyoksydacyjna, i
przeciwdroboustrojowg. Projekt badawczy funkcjonuje w oparciu o multidyscyplinarng sie¢

badawczg, W ktdrej uczestniczg nast¢pujace jednostki naukowe:
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1) Uniwersytet Marii Curie—Sktodowskiej w Lublinie:
e Zaktad Biochemii, Wydzial Biologii i Biotechnologii
e Zaktad Wirusologii i Immunologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii

2) Uniwersytet Medyczny w Lublinie:

e Zaktad Hematoonkologii Doswiadczalnej, Il Wydzial Lekarski
e Katedra i Zaktad Fizjologii Czlowieka, I Wydziat Lekarski

3) Centrum Onkologii — Instytut Marii Sktodowskiej—Curie w Warszawie:
e Zaklad Genetyki.

Moj obszar zainteresowan w ramach funkcjonujacego zespotu naukowego dotyczy
badan zwigzanych z izolacjg i charakterystyka réznych grup polisacharydow grzybowych i
bakteryjnych oraz badan wlasciwosci antyoksydacyjnych i przeciwdrobnoustrojowych
wszystkich grup zwigzkow. Wyniki badan staly si¢ trescig prac eksperymentalnych [D5, D7,
D8 i D16] oraz dwoch patentéw dotyczacych wykorzystania enzymu lakazy w leczeniu
chor6éb nowotworowych krwi oraz raka szyjki macicy. Z kolei badania owocnikow jadalnego
grzyba Flammulina velutipes potwierdzity jego prozdrowotne wiasciwosci antyoksydacyjne

oraz przeciwdrobnoustrojowe i staly si¢ trescig publikacji D10.
4. Izolacja, charakterystyka i zastosowanie enzymow ligninocelulolitycznych

Kolejny obszar moich zainteresowan zwigzany jest z badaniami dotyczacymi réznych
aspektow  zwigzanych z izolacjg, charakterystyka 1 zastosowaniem enzymow

ligninocelulolitycznych: lakazy i dehydrogenazy celobiozowej.
e Lakaza

W ramach Badan Statutowych zwigzanych z enzymami ligninolitycznymi
prowadzonymi w Zaktadzie Biochemii UMCS bralam udziat w nastgpujacych pracach

dotyczacych enzymu lakazy:

e izolacja i charakterystyka biochemiczna lakazy z Sinorizhobium meliloti, ktorych

wyniki zostaty opisane w publikacji D12,

e proteolityczna modyfikacja izoform lakazy, ktora umozliwiata zwigkszenie
aktywno$ci enzymu oraz poprawe jego potencjalu oksydoredukcyjnego, ktorych wyniki

zostaty przedstawione w pracy D6,

e okreslenie wplywu réznych dlugosci fali swietlnej na synteze enzymow: lakazy,
dehydrogenzy celobiozowej i proteaz izolowanych z grzybow biatej zgnilizny drewna,

ktérych tematyka stata si¢ przedmiotem publikacji D14.
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Dodatkowy obszar moich zainteresowan naukowych zwigzany jest z okresleniem
potencjalu biotechnologicznego enzyméw ligninolitycznych. Prace naukowe zwigzane z ta
tematyka dotyczyly badan realizowanych w ramach grantu kierowanego przez dr Jolantg
Polak, dotyczacych syntezy barwnikoéw tekstylnych z wykorzystaniem enzymu lakazy pt:
”Barwniki tekstylne o aktywnosci antymikrobiologicznej syntetyzowane przez lakaze
grzybowg” (0533/IP1/2011/71), w ktorych realizowalam badania zwigzane z wtasciwos§ciami
przeciwbakteryjnymi i antyoksydacyjnymi. Efektem pracy byta publikacja D13. Badania
prowadzone we wspolpracy z Politechnikg Lubelskg pozwolily na przeprowadzenie
eksperymentéw sprawdzajacych mozliwosci wykorzystania lakazy jako biochemicznego
czynnika modyfikujacego wilasciwosci adhezyjne substancji klejacych, ktorych wyniki

zostaty przedstawione w pracy [D17].
o Dehydrogenaza celobiozowa

W trakcie badan w projekcie finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki pt.
., Dehydrogenazy celobiozowe wybranych grzybow ligninolitycznych™
(2011/01/N/NZ1/03458) wyizolowano i scharakteryzowano dehydrogenaze celobiozows z
Cerrena unicolor i Pycnoporus sanguineus. Moje zadanie badawcze w tym projekcie
polegato na ocenie wlasciwosci antyoksydacyjnych badanych enzymoéw. Wyniki uzyskanych
badan zostaly opisane w publikacjach D2 i D4. Obecnie uczestnicz¢ w realizacji projektu
kierowanego przez panig dr Justyn¢ Sulej pt. ,,Ocena potencjatu antyoksydacyjnego i
przeciwdrobnoustrojowego grzybowej dehydrogenazy celobiozowej jako sktadnika opakowan
aktywnych”  (2015/17/D/INZ9/02066),  dotyczacego  wykorzystania  dehydrogenazy
celobiozowej z Phlebia lindtnerii, Cerrena unicolor, Pycnoporus sanguineus i Phanerochaete
chrysosporim. W ramach powyzszej pracy projektowej zajmuj¢ si¢ badaniami zwigzanymi z
oceng potencjalu antyoksydacyjnego wybranych dehydrogenaz celobiozowych (CDH) oraz
metodyka immobilizacji oczyszczonych preparatow CDH na matrycach organicznych i
nieorganicznych.

Poza wymienionymi gléwnymi dziedzinami badawczymi bratam takze udzial w czesci
doswiadczalnej prac dotyczacych:

- wlasciwosci przeciwgrzybicznych zmodyfikowanej srebrem amfoterycyny B, w ktore;
uczestniczytam w badaniach mikrobiologicznych. Wyniki dos§wiadczen zostaly opublikowane

w pracy D15,
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- okreslenia wptywu stymulacji menadionu jako gltéwnego czynnika wywolujacego
stres oksydacyjny na aktywno$¢ zewnatrzkomorkowej peroksydazy manganozaleznej i
wewnatrzkomorkowej chitynazy, ktérych wyniki zostaty opublikowane w pracy D3 oraz w
systematycznym opracowaniu wiedzy na temat bakteryjnej degradacji policyklicznych

weglowodorow D20 i przegladowego opracowania dotyczacego taksolu D21.

Podsumowujac, najwazniejsze wyniki mojej pracy naukowej po uzyskaniu stopnia
doktora nie wchodzace w sklad osiggniecia naukowego w postgpowaniu habilitacyjnym,
dotycza:

1. prac zwigzanych z modyfikacjg biomaterialow w celu ich ochrony bakteriostatycznej,

2. izolacji, charakterystyki i biomedycznego zastosowania szerokiej grupy metabolitow
pochodzenia grzybowego (lakaza oraz zwigzki niskoczasteczkowe),

3. izolacji i charakterystyki wybranych grup enzyméw: lakazy, dehydrogenazy

celobiozowej i lipazy o znaczeniu biotechnologicznym.

Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF) moich prac, opublikowanych po uzyskaniu stopnia
doktora nauk biologicznych (bez uwzglednienia prac zlozonych do oceny w postepowaniu
habilitacyjnym) zgodnie z rokiem opublikowania wynidst 41,194. Suma punktoéw MNISW
uzyskanych przeze mnie za prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora (bez
uwzglednienia prac ztozonych do oceny w postgpowaniu habilitacyjnym) zgodnie z rokiem
opublikowania wyniosta 444. Podsumowanie calego dorobku (bez prac stanowigcych
osiggniecie naukowe): IF = 41,194, punkty MNiSW = 604).

S. PLANY NAUKOWE
Moje najblizsze plany naukowe zwigzane s3 z kontynuacja dotychczasowej pracy
badawczej 1 obejmuja:
1) Prace nad nowymi metodami modyfikacji materiatdéw biomedycznych i poszukiwanie
nowych naturalnych substancji o charakterze bakteriostatycznym.
2) Poszukiwanie nowych grup zwigzkow pochodzenia grzybowego (polisacharydy,

enzymy, substancje niskoczgsteczkowe) ich izolacja i charakterystyka.
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3) Badania nowych mozliwosci zastosowania biotechnologicznego i biomedycznego

substancji izolowanych z grzybow.

PODSUMOWANIE AKTYWNOSCI NAUKOWEJ

IE PUNKTY

DANE BIBLIOMETRYCZNE MNiSW
Publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego - 7 publikacji 15659 | 180
Inne zawodowe prace tworcze (zgloszenia patentowe) zwigzane z 4
osiggnigciem naukowym - 2 zgloszenia patentowe
Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR) (z wylgczeniem prac wchodzacych w sktad
osiggnigcia naukowego):

. . - 7541 | 75
A) przed uzyskaniem stopnia doktora - 4 publikacji
B) po uzyskaniu stopnia doktora - 18 publikacji 41,194 | 444
Publikacje naukowe w czasopismach migdzynarodowych lub krajowych
innych niz znajdujace si¢ w bazach lub na liscie JCR:
A) przed uzyskaniem stopnia doktora - 1 publikacja - 5
B) po uzyskaniu stopnia doktora - 8 publikacji - 40
Inne zawodowe prace tworcze (zgloszenia patentowe) - 4 patenty 120

Liczba streszczen naukowych prezentowanych na konferencjach krajowych i migdzynarodowych:

A) przed uzyskaniem stopnia doktora — 17 doniesien

B) po uzyskaniu stopnia doktora — 59 doniesien

LACZNA LICZBA PUBLIKACJI* RAZEM =37
Laczny IF zgodnie z rokiem opublikowania
Laczny MNIiSW zgodnie z rokiem opublikowania

*Wykaz wszystkich prac obejmujgcych mdj  dorobek naukowy
przedstawiono w Zatqgczniku 3

64,394

868

OCENA BIBLIOMETRYCZNA (Z DNIA 31 GRUDNIA 2018)
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Calkowita liczba cytowan (wg Web of Science): 173
Calkowita liczba cytowan bez autocytowan (wg Web of Science): 153
Calkowita liczba cytowan (wg Scopus): 217
Calkowita liczba cytowan bez autocytowan (wg Scopus): 147
Indeks Hirscha (wg Web of Science): 8
Indeks Hirscha (wg Scopus): 10
Indeks Hirscha bez autocytowan (wg Scopus): 7

H Osenshe jc.d oszuly
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