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1. Imie i nazwisko

Anna Pawlik

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne - z
podaniem podmiotu nadajacego stopien, roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2013 - stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biotechnologii

Rozprawa doktorska pt.: ,,Lakazy bakteryjne”

Wydzial Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
Promotor: prof. dr hab. Jerzy Rogalski

2005 - tytul zawodowy magistra biologii w zakresie biochemii

Praca magisterska pt.: ,,Zastosowanie technik molekularnych do okres$lenia podobienstw
miedzy szczepami Trichoderma reesei”

Wydziat Biologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Promotor: prof. dr hab. Jerzy Rogalski

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w
jednostkach naukowych lub artystycznych

2014 - do chwili obecnej — zatrudnienie w Katedrze Biochemii i Biotechnologii, Uniwersytet

Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie na stanowisku adiunkta

2005 - 2014 — zatrudnienie w Zaktadzie Biochemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w
Lublinie na stanowisku asystenta
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4. Omowienie osiggniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1
pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szKkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.z 2020 r. poz. 85 z
poOZn. zm.)

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl 5 badawczych artykutéw naukowych

opublikowanych w latach 2019 — 2020 i powigzanych tematem:

Zmienne warunki o$wietlenia jako czynnik modyfikujacy wlasciwosci metaboliczne i
cechy morfologiczne grzyba bialej zgnilizny drewna Cerrena unicolor, ze szczegélnym

uwzglednieniem zdolnosci tego grzyba do rozkladu ligninocelulozy.

W sklad osiagnigcia naukowego wchodzg nastepujace publikacje:

Al. Pawlik A.*, Mazur A., Wielbo J., Koper P., Zebracki K., Kubik-Komar A., Janusz G.*
(2019) RNA sequencing reveals differential gene expression of Cerrena unicolor in response

to variable lighting conditions. International Journal of Molecular Sciences 20(2), 290.

IF = 4,183, punkty MNiSW = 140

A2. Pawlik A.%, Ruminowicz-Stefaniuk M., Frac M., Mazur A., Wielbo J., Janusz G. (2019)
The wood decay fungus Cerrena unicolor adjusts its metabolism to grow on various types of
wood and light conditions. PLOS ONE 14(2), e0211744.

IF = 2,776, punkty MNiSW = 100

A3. Pawlik A.%, Jaszek M., Stefaniuk D., Swiderska-Burek U., Mazur A., Wielbo J., Koper
P., Zebracki K., Janusz G. (2020) Combined effect of light and nutrients on the
micromorphology of the white rot fungus Cerrena unicolor. International Journal of
Molecular Sciences 21(5), 1678.

IF = 4,556, punkty MNiSW = 140
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A4. Pawlik A.®, Jaszek M., Sulej J., Janusz G. (2019) Light-regulated synthesis of extra- and
intracellular enzymes related to wood degradation by the white rot fungus Cerrena unicolor
during solid-state fermentation on ash sawdust-based medium. Acta Biochimica Polonica
66(4), 419-425.

IF = 1,239, punkty MNiSW =40

A5. Pawlik A. ™, Jaszek M., Swatek A., Rumnowicz-Stefaniuk M., Ciotek B., Mazur A.,
Janusz G. (2020) Lighting conditions influence the dynamics of protease synthesis and

proteasomal activity in the white rot fungus Cerrena unicolor. Biomolecules 10(9), 1322.

IF = 4,082, punkty MNiSW = 100

& - autor korespondencyjny

Sumaryczny wspétczynnik oddzialywania (IF) ww. publikacji zgodnie z rokiem
opublikowania:

16,863
Suma punktéw MNiSW za ww. publikacje zgodnie z rokiem publikacji:

520

4.1.0moéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow

4.1.1. Wprowadzenie

Swiatto jest bardzo waznym czynnikiem $rodowiskowym warunkujacym zycie na
Ziemi. Dla wigkszosci zywych organizméw stanowi zrodlo energii i/lub informacji o
otaczajgcym $wiecie, a zdolno$¢ do odbierania bodzcow $wietlnych wplywa na ich przewage

ewolucyjna oraz przetrwanie w naturze.
Grzyby wykorzystuja swiatlo jako zrodto informacji o otaczajacym je $rodowisku,
ktore kontroluje m.in. procesy metaboliczne, cykle rozwojowe, morfogeneze, adaptacje

fizjologiczne, rytmy cyrkadianskie i odpowiedz komorek na stres [1-4]. Wielokrotnie
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wykazano, ze organizmy te s3 w stanie odbiera¢ sygnaly $§wietlne za pomocg biatkowych
receptorow, ktore przeksztalcajac informacje srodowiskowe zawarte w $wietle sa zdolne do
wywotania okreslonej reakcji biologicznej organizmu. Cechg wspolng wszystkich
fotoreceptorow grzybowych jest obecno$¢ charakterystycznej dla tego typu struktur
niebiatkowej grupy chromoforowej, ktéra warunkuje aktywno$¢ biologiczng holoproteiny i
odpowiedzialna jest za absorpcj¢ fotonéw $wiatta o okreslonej barwie. Do fotoreceptoréw

grzybowych zaklasyfikowano:

o flawinowe kryptochromy,
e wystepujace w kompleksie z retinalem opsyny,

e fitochromy potaczone z tetrapirolem (biliwerdyng).

Te gtowne klasy fotoreceptorow odpowiedzialne sg za odbieranie $wiatlta o roznej
intensywnosci i dtugosci fali (barwie), tj.: od niebieskiego i UV (kryptochromy), poprzez
zielone (opsyny), az do czerwonego i dalekiej podczerwieni (fitochromy), sugerujac zdolno$é
grzybow do detekcji specyficznych sygnatow swietlnych w zakresie od okoto 450 do 700 nm
[2, 5].

Reakcja grzybow na bodziec swietlny jest wielokierunkowa i moze znaczaco wplywaé
na dostosowanie tych organizméw do wymagan srodowiskowych, a to z kolei moze istotnie
modyfikowac ich sukces ewolucyjny. W ostatnich latach wielokrotnie udowodniono, ze pod
wplywem $wiatla rézne gatunki grzyboéw zmieniajg profil globalnej ekspresji genow, co
reguluje ich metabolizm i liczne szlaki sygnatowe [5, 6]. Nalezy jednak podkresli¢, ze rodzaj i
skala zmian indukowanych S$wiatlem jest zmienna i zalezy réwniez od wzajemnego
oddziatywania innych czynnikow $rodowiskowych. Poprzez zmiany dostgpnosci i rodzaju
zrodta wegla w podtozu hodowlanym mozna modulowa¢ wplyw $wiatla na wzrost i
metabolizm grzybow, co sugeruje, ze odpowiedz na dostepnos¢ zwigzkéw pokarmowych oraz
$wiatto sg ze sobg Scisle powigzane [7, 8]. Wiedzac, ze $wiatto moze by¢ rowniez zrodtem
stresu oksydacyjnego dla komodrek grzybowych nalezy wziag¢ pod uwage takze negatywne
dziatanie $wiatta (zwlaszcza promieniowania UV) na makroczasteczki poprzez indukcje
powstawania reaktywnych form tlenu, takich jak nadtlenek wodoru, ponadtlenki i inne wolne
rodniki, ktore uszkadzaja lipidy, biatka i DNA [2]. Swoistym markerem poziomu stresu
komorkowego sg m.in. zachodzace w komorkach procesy zwigzane z obrotem biatkowym,
czy zmiany aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych. Pojawienie si¢ czynnika stresowego w
srodowisku wzrostu grzyba bezposrednio wptywa na poziom syntezy i1 degradacji biatek

zaangazowanych w metabolizm podstawowy komorki. Procesy te odgrywaja istotng role
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regulacyjng i utrzymujg homeostaz¢ w komorce. Dla organizmow saprotroficznych |
pasozytniczych zdolno$¢ do syntezy proteaz moze by¢ kluczowa w przezywaniu i skutecznej
kolonizacji nowych nisz ekologicznych [9-11]. Jednak fizjologiczne znaczenie wielu
zagadnien zwigzanych z regulacjg aktywnos$ci proteaz grzybowych i zalezno$ci ich

aktywnosci od swiatta pozostaje jak dotad niewyjasnione.

Opierajac si¢ na dostepnych danych literaturowych mozna stwierdzi¢, ze $wiatlo jest
czynnikiem, ktory niewatpliwie wptywa na wiele fizjologicznych aspektéw cyklu zyciowego
grzybow. Jeden z nich wigze si¢ z pozyskiwaniem substancji odzywczych w biologicznym
rozkladzie drewna, za ktory w przyrodzie odpowiedzialne sg gltownie saprotroficzne
organizmy grzybowe. Roznorodno$¢ metaboliczna tej grupy mikroorganizmoéw przejawia si¢
m.in. w zdolno$ci do syntezy szerokiej gamy enzyméw bezposrednio lub posrednio
zaangazowanych w procesy degradacji kompleksu ligninocelulozowego [12]. Grzyby
degradujace drewno wyksztatcity unikalne szlaki metaboliczne pozwalajace im na rozktad i
przyswajanie zaré6wno prostych jak i ztozonych zwiazkow organicznych. Poznanie
mechanizmow biologicznego rozkltadu drewna jest istotne nie tylko ze wzgledoéw
ekologicznych wynikajacych z udziatu grzybéw w obiegu wegla w przyrodzie i zdolnosci do
kolonizacji réznych nisz ekologicznych, ale rowniez z punktu widzenia ich znaczenia
ekonomicznego i roli w zyciu cztowieka [13]. W przyrodzie materiat ligninocelulozowy jest
degradowany synergistycznie przez hydrolazy oraz unikalne enzymy oksydacyjne. Catkowita
degradacja celulozy wymaga udziatu szeregu celulaz oraz enzyméw ksylanolitycznych i
pomocniczych. Natomiast enzymy modyfikujace lignine (lignin-modifying enzymes, LME) i
dodatkowe enzymy pomocnicze (lignin-degrading auxillary, LDA) zaangazowane sa w
rozktad ligniny. W procesie tym wykazano roéwniez udziat enzymow antyoksydacyjnych tj.
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) i katalaza, ktore posrednio zwigzane sg z ligninolizg oraz z

ochrong komorek przed toksycznym dziataniem reaktywnych form tlenu [14].

Dotychczasowe badania fotobiologii grzybow dotyczyly gtownie nizszych grzybow
strzepkowych tj.. Neurospora crassa, Trichoderma sp. i Aspergillus nidulans [2]. Z kolei
gatunki grzybow wyzszych, wlaczajac te zdolne do biologicznego rozkladu drewna, byly jak

dotad pomijane w takich analizach.

Cerrena unicolor, czyli gmatkowka szarawa, jest podstawczakiem nalezagcym do
rzedu zagwiowcow (Polyporales). Zaliczana jest do ekologicznej grupy grzybow biatej
zgnilizny drewna (white rot fungi, WRF), bioragcych udzial w biologicznym rozkladzie

drewna. Organizm ten zaréwno pasozytuje na zywych drzewach jak i jest saprotrofem
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zywigcym si¢ martwym drewnem. C. unicolor jest gatunkiem szeroko rozpowszechnionym w
Europie, Ameryce Potudniowej i Afryce [15, 16]. Wystepuje na martwym drewnie drzew
lisciastych takich jak klon (Acer spp.), brzoza (Betula spp.), jesion (Fraxinus excelsior), buk
(Fagus spp). i dgb (Quercus spp). Ponadto wiele szczepéw C. unicolor zostato bardzo dobrze
poznanych jako zrédlo  Dbiotechnologicznie istotnych enzymoéw, takich  jak:
zewnatrzkomoérkowa lakaza, peroksydaza manganozalezna, dehydrogenaza celobiozowa,
ksylanaza i celulazy [17-19]. Wykazano réwniez, ze organizm ten zdolny jest do syntezy
niskoczgsteczkowych  zwigzkéw  bioaktywnych o znaczeniu farmakologicznym i1

biomedycznym [20].

Jak dotad niewiele jest informacji o wplywie $wiatta na metabolizm grzybow
rozktadajacych drewno, w tym C. unicolor. Ze wzgledu na ogromne znaczenie ekologiczne
organizmow z tej grupy, zdolnos$¢ do rozktadu ligninocelulozy i mozliwo$¢ zastosowania w
biotechnologii, lepsze zrozumienie fotobiologii grzybéw rozkladajacych drewno na
przyktadzie gatunku C. unicolor oraz regulacji szlakow metabolicznych poprzez $wiatto
wydaje si¢ by¢ bardzo cenne oraz uzasadnione tak w kontek$cie poznawczym jak i

zastosowan praktycznych.

4.1.2. Cel badan

Celem badan stanowigcych tre$¢ przedstawionego osiggnigcia naukowego byto
okreslenie wptywu roznych dlugosci fali $wietlnej na cechy metaboliczne i morfologiczne C.
unicolor, ze szczegdlnym uwzglednieniem zdolno$ci tego grzyba do rozktadu kompleksu
ligninocelulozowego. Prace badawcze, ktore doprowadzity do realizacji przedstawionego celu

obejmowaty:

1. Wykazanie zmian profilu ekspresji gendw poprzez dokonanie globalnej
charakterystyki transkryptomu (RNA-Seq) C. unicolor w zaleznosci od
zastosowanych warunkow $wietlnych ze szczegdlnym naciskiem na identyfikacje 1
analize r6znicowg ekspresji genow kodujacych enzymy degradujace ligninoceluloze.

2. Okreslenie profilu metabolicznego 1 wrazliwosci chemicznej C. unicolor w réznych
warunkach os$wietlenia 1 analiza fenotypowa zalezno$ci pomigdzy wzrostem tego
grzyba na podtozu trocinowym a zdolnoscig do wykorzystania okreslonych Zrodet

wegla z uzyciem sytemu Biolog FF i mikromacierzy fenotypowych Biolog PM.

str. 8z 43



Anna Pawlik Zatgcznik 3 - Autoreferat

3. Wykazanie roznic mikromorfologicznych grzybni i ilosci produkowanych zarodnikow
przez C. unicolor w réznych warunkach os$wietlenia i na réznych podtozach
hodowlanych z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej i skaningowego mikroskopu
elektronowego. Wykazanie zmian profilu ekspresji genéw zaangazowanych w
morfogeneze i wzrost C. unicolor w r6znych warunkach o$wietlenia.

4. Oceng aktywnosci enzymow bezposrednio degradujacych ligninoceluloze (CAZymes,
carbohydrate-active enzymes) i enzyméw antyoksydacyjnych zaangazowanych w
proces ligninolizy oraz okre$lenie wzajemnych zalezno$ci tych enzymoéw u C.
unicolor z wykorzystaniem technik biochemicznych. Wykazanie zmian poziomu
ekspresji genow zaangazowanych w proces proteolizy oraz zmian aktywnos$ci proteaz
i aktywnosci chymotrypsynopodobnej proteasomu 26S w odpowiedzi tego gatunku
grzyba na zastosowane warunki swietlne w hodowlach stacjonarnych na podtozu z

trocin jesionowych.

4.1.3. Osiagniete wyniki

Wykazanie zmian profilu ekspresji genow (MRNA-Seq) C. unicolor w zalezno$ci od
zastosowanych warunkéw o$wietlenia ze szczegélnym naciskiem na identyfikacje i

analize réznicowa ekspresji genow kodujacych enzymy degradujace ligninoceluloze.

Transkryptom jako uktad dynamiczny szybko odpowiada na zmiany $rodowiska i
wyprzedza zmiany fenotypowe. Dlatego tez przeprowadzitam identyfikacje zmian ekspresji
genéw C. unicolor pod wptywem zmiennych warunkow oswietlenia w hodowli potstatej
(SSF, Solid State Fermentation) na trocinach jesionowych (w badaniach wstepnych na
wybranym podtozu trocinowym obserwowano najwigkszg dynamike wzrostu tego grzyba). W
tym celu zsekwencjonowano transkryptomy (analiza mRNA-Seq) grzyba hodowanego w
ciemno$ci oraz W $wietle biatlym, czerwonym, zielonym i niebieskim. W wyniku analizy
danych RNA-Seq zidentyfikowantam 10413 genow, ktore ulegaty ekspresji we wszystkich
wariantach hodowlanych tgcznie, a sposrod ktorych 7762 stanowity geny wspdlne (tzw. core
genes). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze po raz pierwszy u grzybow rozktadajacych drewno
zidentyfikowano transkrypty kodujace grzybowe fotoreceptory, takie jak kryptochromy,
opsyny i fitochromy (biatka WCC), co sugeruje, ze badany gatunek jest zdolny do odbierania
bodzcow s$wietlnych o roznej dhugosci fali. Obecnos¢ transkryptow kodujacych biatka
podobne do kryptochroméw i biatek WCC N. crassa, fitochroméw C. purpureus i opsyn T.

versicolor wskazuje na to, ze szczep C. unicolor jest zdolny ,,wyczuwaé” $wiatto w zakresie
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od niebieskiego do dalekiej podczerwieni. W wyniku przeprowadzonych przeze mnie analiz
wykazano, ze najwigcej unikalnych transkryptow (112) wykryto podczas wzrostu grzyba w
swietle zielonym, a najmniej (20) w trakcie hodowli w ciemnosci. Poziom ekspresji genéw
byl zmienny i zalezny od warunkow hodowlanych. Najwieksza liczbe gendw o zrdéznicowane;j
ekspresji (DEGs) wzglgdem kontroli (ciemnos$¢) stwierdzitam w przypadku hodowli C.
unicolor w $wietle biatym. Z kolei najmniejszg liczb¢ DEGs (w sumie 216 genow)
zaobserwowalam w hodowli prowadzonej w S$wietle zielonym. Wsrod gendw o
zroznicowanej ekspresji  zidentyfikowano transkrypty kodujace biatka potencjalnie
zaangazowane w podstawowy metabolizm weglowodanow, metabolizm aminokwasow i
karetonoidow, autofagie, systemy naprawcze nukleotydow oraz szlaki sygnatowe. Analiza
szlakow metabolicznych w oparciu o baz¢ KEGG umozliwita identyfikacj¢ transkryptow
zwigzanych z biosyntezg metabolitbw wtornych i antybiotykow we wszystkich wariantach
hodowlanych. Wykazalam, ze $wiatto niebieskie specyficznie indukowato ekspresje genow
zaangazowanych w metabolizm histydyny, natomiast zwickszong ekspresje gendéw
metabolizmu retinolu obserwowatam w grzybni hodowanej w $wietle czerwonym.
Specyficzng indukcje gendéw kodujacych dwusktadnikowy system transdukcji sygnatu,
MAPK, receptor RIG-I-podobny, degradacj¢ lizyny, metabolizm sfingolipidow i
pirogronianu, szlaki naprawy DNA, endocytoze i autofagi¢ stwierdzitam u szczepu C.
unicolor hodowanego w $wietle biatym. Obnizong ekspresje genéw zwigzanych z biogeneza
rybosomow zaobserwowatam w grzybni hodowanej w $wietle niebieskim i zielonym.
Dodatkowo namnazanie biomasy grzybowej w $wietle czerwonym skutkowalo represja
gendw zwigzanych z metabolizmem lizyny. Zastosowanie zielonego Swiatla specyficznie
obnizato ekspresj¢ genow kodujacych enzymy szlaku kwasu cytrynowego, natomiast
ekspresja gendw zwigzanych z cyklem komorkowym, replikacja i metabolizmem tyrozyny
byla widocznie obnizana (w poréwnaniu z ciemnoscig) w grzybni hodowanej w $wietle

biatym.

Ze wzgledu na unikalne zdolnosci biodegradacyjne C. unicolor, zwlaszcza w
odniesieniu do polimeréow roslinnych, przeprowadzitam hodowlg tego grzyba na trocinach
jesionowych 1 wykonatam rowniez analizy ekspresji genéw kodujacych enzymy
uczestniczgce w biologicznej degradacji drewna. Przeprowadzone badania pozwolily na
identyfikacje genow kodujacych enzymy zdolne do rozktadu celulozy, hemicelulozy i ligniny
(tzw. enzymy LME i LDA). Najwiecej gendw o zroznicowanej ekspresji (16)

zidentyfikowano w przypadku hodowli C. unicolor w §wietle biatym, a najmniej (4) w
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warunkach $wiatta zielonego. Wigksza liczba transkryptow obserwowana w $wietle biatym
moze wynika¢ z ogdlnej stymulacji metabolizmu grzyba przez swiatto dzienne. Co wigcej, we
wszystkich ~ zastosowanych  warunkach  o$wietlenia  (oprocz ~ $wiatla  zielonego)
zaobserwowalam wyrazng przewage genow 0 zwickszonej ekspresji kodujacych enzymy
zaangazowane w rozktad drewna. Swiatlo biale indukowalo glownie ekspresje genow
kodujacych enzymy pomocnicze LDA obejmujace oksydaze alkoholowsg i cytochrom P450.
Podobnie swiatto niebieskie indukowato ekspresje enzymow LDA, takich jak: dehydrogenaza
aryl-alkoholowa, oksydaza piranozowa, monooksygenaza. Natomiast hodowla C. unicolor w
Swietle czerwonym 1 biatym skutkowata obnizeniem ekspresji genow kodujacych lakaze. Z
kolei ekspresja genow specyficznie kodujacych wszystkie hemicelulazy i prawie wszystkie
celulazy byta wyraznie indukowana przez r6zne dlugosci fali $wietlnej. Biorac pod uwage, ze
transkrypty genow kodujacych enzymy rozktadajace ligninoceluloze u C. unicolor wykrytam
we wszystkich wariantach hodowlanych mozna przypuszczaé, ze zdolnosci grzyba do
degradacji drewna zalezne sg nie tylko od warunkéw o$wietlenia, ale rowniez od innych

warunkow hodowli.

Poza genami kodujagcymi enzymy bezposrednio zaangazowane w metabolizm i
rozktad drewna przez C. unicolor po raz pierwszy zidentyfikowatam takze transkrypty genéw
kodujacych biatka szlakow sygnatlowych, co moze sugerowac, ze §wiatlo jest czynnikiem,
ktory prawdopodobnie reguluje inne procesy komérkowe. Wykazatam, ze zardwno $wiatto
biate jak i niebieskie indukuja ekspresje genu kinazy aktywowanej mitogenami MAPK oraz
genow kodujacych czynniki transkrypcyjne FOX, ktére moga by¢ odpowiedzialne za
przekazywanie sygnatéw do szlakow zwigzanych z filamentacja (odpowiedZ stresowa na
skutek uszkodzen DNA), osmoregulacjg 1 zatrzymaniem cyklu komoérkowego (kinaza MAP)
lub procesami odpowiedzi na stres oksydacyjny, napraw¢ DNA 1 proteoliz¢ zalezng od ATP
(biatka FOX). Stwierdzitam, ze proces ubikwitynozaleznej proteolizy moze by¢ rowniez
negatywnie regulowany przez receptor RIG-I-podobny, ktorego ekspresja u C. unicolor byta
indukowana poprzez s$wiatlo biate. Dodatkowo okreslitam posrednig regulacje szlakow
metabolicznych zwigzanych z B-oksydacja lipidow, wychwytem glukozy przez komorki i
synteza cholesterolu poprzez kinaz¢ aktywowana przez AMP (AMPK), ktorej transkrypty
zidentyfikowano w trakcie hodowli grzyba w $wietle biatym. Zwigkszona ekspresja genow
kodujacych cytochrom P-450 i monooksygenaze w $wietle czerwonym i niebieskim moze

sugerowa¢ udziat bialek WCC lub fitochromow w transdukcji sygnatéw komorkowych przez
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AMPK i MAPK. Z kolei mozliwe jest posrednie zahamowanie AMPK poprzez fosfataze 2

(PP2A), ktorej ekspresja u C. unicolor byta hamowana przez swiatto czerwone.

Wyniki tych do$§wiadczen zostaly opublikowane i1 przedyskutowane w nastepujacej pracy

naukoweyj:

Al. Pawlik A. =, Mazur A., Wielbo J., Koper P., Zebracki K., Kubik-Komar A., Janusz G.
(2019) RNA sequencing reveals differential gene expression of Cerrena unicolor in response

to variable lighting conditions. International Journal of Molecular Sciences 20(2), 290.

Okreslenie profilu metabolicznego i wrazliwosci chemicznej C. unicolor w roéznych
warunkach oSwietlenia i analiza fenotypowa zalezno$ci pomiedzy wzrostem tego grzyba

na podlozu trocinowym a jego uzdolnieniami metabolicznymi.

W celu zbadania potencjatu metabolicznego (fenotypowego) i wrazliwosci chemiczne;j
C. unicolor w réznych warunkach hodowlanych (zmienne warunki oswietlenia i rozne
podtoza trocinowe) przeprowadzitam analize zdolnosci grzyba do rozktadu réznych
substratow weglowych z uzyciem Systemu Biolog (Biolog™, USA). W oparciu o
wykorzystanie technologii mikromacierzy fenotypowych Biolog (panel PM1 i PM2)
okreslitam zalezno$¢ pomiedzy wstepng hodowlg tego grzyba na podtozu z trocin klonowych,
jesionowych i brzozowych oraz podlozem mineralnym Lindeberga-Holma (LH) [21], a
zdolno$cig do rozktadu potencjalnych 190 zrodet wegla. Uzyskane profile metaboliczne
wykazaly duza roznorodno$¢ w obrebie badanych grup substratow, i1 byly zalezne od
warunkoéw hodowli grzyba, czego odzwierciedleniem byta zrdéznicowana warto$¢ wskaznika
réznorodnosci R (Richness), ktory zostal obliczony na podstawie liczby wykorzystanych
substratow weglowych. Najwyzsza aktywnos$¢ kataboliczng wykazalam w przypadku uzycia
trocin jesionu oraz brzozy jako podtoza hodowlanego, na ktorych ujawnity si¢ w zdolnosci C.
unicolor do rozktadu najwickszej liczby substratow (38). Natomiast wstepna hodowla na
podtozu LH skutkowata najstabszym wzrostem grzyba i najnizsza aktywnos$cig metaboliczng,
co wskazuje na intensywng synteze enzymow 1 aktywacje szlakow metabolicznych
odpowiedzialnych za degradacj¢ ligninocelulozy w trakcie hodowli tego organizmu na
naturalnych substratach (trociny). Analiza proporcji pomiedzy poszczegdlnymi grupami
zwigzkow rozktadanymi przez C. unicolor wskazuje na metaboliczne preferencje tego grzyba

w stosunku do rozktadu kwasow ttuszczowych (29%), polimerow (20%) i weglowodandéw
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(19%), gdy zastosowano podtoze z trocin jesionowych, brzozowych i klonowych w trakcie
wstepnej hodowli. Jednak polimery i weglowodany okazaty si¢ by¢ najbardziej efektywnie
rozktadanymi i preferowanymi grupami substratow niezaleznie od zastosowanego podioza
hodowlanego. Fakt ten nie zaskakuje, poniewaz zwigzki te wykorzystywane sg przez C.
unicolor w trakcie wzrostu na drewnie w srodowisku naturalnym. Z kolei arginina, lizyna i
ornityna byly uniwersalnymi substratami wykorzystywanymi jako pojedyncze zrodto energii
przez C. unicolor. Najstabiej metabolizowanym zrodtem wegla okazaty si¢ by¢ aminy.
Podsumowujac ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze zdolno$¢ C. unicolor do rozktadu
roznych zrodet wegla, a wigc 1 dywersyfikacja syntezy enzymow zdolnych do ich
metabolizowania wskazuje na mozliwos¢ powolnej adaptacji tego organizmu do wzrostu na

roznych (nie zawsze optymalnych) podtozach.

W kolejnym etapie badan okreslitam wplyw réznych warunkéw o$wietlenia na profil
metaboliczny C. unicolor z uzyciem mikroptytek Biolog FF. Jak dotad takie podejscie nie
byto stosowane w badaniach fotobiologii grzybow wyzszych, co nalezy uzna¢ za jeden z
nowatorskich elementow przeprowadzonych badan. W trakcie analiz uzyskano zr6znicowane
i zalezne od $wiatta profile fenotypowe szczepu C. unicolor hodowanego w $wietle biatym,
niebieskim, czerwonym, zielonym i ciemnosci. Otrzymane wyniki jednoznacznie wykazaty,
ze zdolnosci C. unicolor do metabolizowania analizowanych zrodet wegla byly najwicksze w
trakcie hodowli w ciemnosci, czego odzwierciedleniem bylo wykorzystanie az 74 sposrod 95
dostepnych substratow. Jednakze w tych warunkach grzyb nie byt zdolny do metabolizowania
D-glukozy, D-ksylozy i kwasu bromobursztynowego, ktore to zwigzki byly efektywnie
wykorzystywane w pozostalych wariantach $wietlnych. Co ciekawe kwas sebacynowy byt
metabolizowany przez C. unicolor tylko w trakcie hodowli w $wietle biatym. Jednak w tych
warunkach wzrostu badany szczep metabolizowat najmniejszg liczbg substratow — zaledwie
38, co stanowi jedynie 40% wszystkich analizowanych zwiazkow. Najbardziej uniwersalnym
zrodlem wegla okazal si¢ by¢ kwas p-hydroksyfenylooctowy, ktory rozkladany byt we
wszystkich wariantach hodowli grzybowych. W toku realizacji badan wykazatam po raz
pierwszy, ze metaboliczne preferencje C. unicolor w stosunku do okreslonej grupy substratow
sg $ci$le skorelowane z warunkami o$wietlenia. Zdolno$¢ do rozkladu weglowodanow i
polimerdw zmniejszata si¢ W kolejnosci: $wiatto biate > ciemno$¢ = $wiatlo czerwone >
Swiatlo niebieskie > swiatto zielone, natomiast w przypadku aminokwaséw zaobserwowano
odwrotng zalezno$¢. Efektywny wzrost grzyba obserwowalam zaréwno na substratach

weglowodanowych jak i polimerach, co potwierdza zdolno$§¢ C. unicolor do syntezy
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enzymow rozktadajacych kompleks ligninocelulozowy. Przeprowadzona wielowymiarowa
analiza statystyczna grupowania obiektow i cech w zakresie wykorzystania pojedynczych
substratow z poszczegolnych kategorii zwigzkdéw potwierdzita zréznicowanie metaboliczne
C. unicolor i podkreslita odmiennos$¢ profilu metabolicznego uzyskanego dla tego gatunku w
warunkach wzrostu w $wietle bialym. Dodatkowo analiza zalezno$ci pomiedzy
znormalizowanymi warto$ciami aktywno$ci mitochondrialnej (ODg4gonm) tego Szczepu, a
produkcja biomasy (OD7sonm) Wykazata rowniez duze zrdznicowanie. Obliczona na tej
podstawie teoretyczna efektywno$¢ metaboliczna C. unicolor okazata si¢ by¢ najwyzsza
(1,06) przy zastosowaniu w trakcie hodowli §wiatla zielonego. Najnizsza efektywnos¢

metaboliczng wykazatam dla $wiatta biatego (1,75).

Zastosowanie przeze mnie w kolejnym etapie badan mikromacierzy fenotypowych
Biolog (panele PM21-PM25) pozwolito po raz pierwszy okresli¢ wrazliwo$¢ chemiczng C.
unicolor w réznych warunkach naswietlenia hodowli w stosunku do 120 r6znych zwigzkow
chemicznych, wsroéd ktorych znajdowaty si¢ potencjalne toksyczne czynniki stresowe.
Przeprowadzone badania jednoznacznie wykazaly, ze hodowla badanego szczepu w
ciemno$ci powodowata metabolizowanie najwickszej liczby zwiazkow, co $wiadczy o
najwigkszej tolerancji C. unicolor w warunkach braku oswietlenia wobec analizowanych
zwigzkow chemicznych. Z kolei najwickszg wrazliwo$¢ grzyba na badane zwiazki
zaobserwowatam stosujac naswietlanie hodowli $wiattem biatym. Jak wiadomo $wiatto
widzialne moze mie¢ negatywny wplyw na mikroorganizmy poprzez oddziatywanie na
procesy oddychania komoérkowego, uszkadzajac DNA, btony komoérkowe i inne sktadniki
komorkowe [22]. Moze wigc prawdopodobnie rowniez istotnie wptywaé na zdolnosci C.
unicolor do zasiedlania nowych nisz ekologicznych. Sposréd o$miu badanych grup
zwigzkow, do ktorych nalezaly réznego rodzaju aniony, kationy, zwigzki wplywajace na
funkcjonowanie bton biologicznych, zwiazki chelatujace (chelatory), cykliczne, organiczne i
azotowe oraz antybiotyki, C. unicolor wykazywal najwicksza wrazliwo$¢ na wigkszos¢
substancji z grupy antybiotykow (84%) oraz zwigzkow azotowych (71%), ktore oddziatuja
negatywnie na maszyneri¢ enzymatyczng grzybow i uznawane sg za toksyczne. Hodowla w
Swietle bialym uwrazliwiala badany organizm na wszystkie zwigzki azotowe i1 prawie
wszystkie antybiotyki i powodowala catkowite zahamowanie wzrostu grzybni. W takich
warunkach jedynie D-cykloseryna nie wykazywata negatywnego wpltywu na wzrost C.
unicolor. Co cickawe S$wiatlo niebieskie uwrazliwialo grzyba na dziatanie wszystkich

anionow. C. unicolor hodowany w ciemnosci dobrze tolerowat obecnosé Co®*, Mg?*, Cu®,
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Pd* i AI**, jednak zwiazki wplywajace na funkcje blon biologicznych wyraznie hamowaty
wzrost grzyba. Sposrdéd 13 badanych zwigzkéw z tej grupy az 10 powodowato catkowite
zahamowanie wzrostu grzyba w badanych warunkach hodowlanych. Stwierdzitam, ze badany
organizm prawie we wszystkich wariantach hodowlanych wykazywal odporno$¢ na
nystatyng. Z kolei zwigzki cykliczne stanowity grupe substancji, ktére hamowaty wzrost
grzyba. Jednak w ciemno$ci szczep ten byl najmniej wrazliwy na ich negatywne
oddziatywanie. W toku realizacji badan wykazatam, ze dziatanie zwigzkéw organicznych na
C. unicolor byto do$¢ zrdznicowane. Jedynie pieé sposrod 32 zwigzkow (kwas L-
asparaginowy, blastycydyna, 6-azauracyl, chloroalanina i klomifen) nie miato negatywnego
wplywu na dynamike wzrostu grzyba we wszystkich wariantach hodowlanych (poza §wiatlem
biatym). Co wigcej, zastosowanie $wiatla biatego hamowato wzrost biomasy grzybowej w
przypadku wszystkich analizowanych zwigzkow organicznych. Przeprowadzone analizy
pozwolity po raz pierwszy stwierdzi¢, ze badany szczep jest najmniej wrazliwy na chelatory.
Silne zahamowanie wzrostu zaobserwowano tylko w przypadku pirofosforanu sodu. Jednak
C. unicolor hodowany w ciemnosci okazat si¢ niewrazliwy na ten zwigzek. Wysoka
tolerancja badanego organizmu na chelatory nie budzi zaskoczenia je$li wezmiemy pod
uwage kluczowsg role nieenzymatycznych mechanizméw oksydacyjnych zaangazowanych w
biodegradacje drewna przez grzyby. Te niskoczgsteczkowe zwigzki zdolne do chelatowania
metali, a syntetyzowane w trakcie wzrostu grzyba, katalizuja wstgpna oksydacje |
depolimeryzacj¢ roslinnej $ciany komorkowej w procesie rozktadu drewna [23, 24].
Dodatkowo kationy miedzi i manganu stanowig istotny sktadnik miejsc aktywnych lakazy i
peroksydazy manganowej, wiec duza tolerancja na obecno$¢ tych skladnikow przez C.
unicolor jest naturalng konsekwencja sposobu pozyskiwania substancji odzywczych przez

grzyba.

Wyniki tych do$§wiadczen zostaly opublikowane 1 przedyskutowane w nastepujacej pracy

naukowej:

A2. Pawlik A. B, Ruminowicz-Stefaniuk M., Frgc M., Mazur A., Wielbo J., Janusz G. (2019)
The wood decay fungus Cerrena unicolor adjusts its metabolism to grow on various types of
wood and light conditions. PLOS ONE 14(2), e0211744.
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Wykazanie réznic mikromorfologicznych grzybni i ilosci produkowanych zarodnikow
przez C. unicolor w roéznych warunkach o$wietlenia i na réznych podlozach
hodowlanych z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej i skaningowego mikroskopu
elektronowego. Wykazanie zmian profilu ekspresji gendéw zaangazowanych w

morfogeneze i wzrost C. unicolor w roznych warunkach o$wietlenia.

Analiz¢  mikromorfologiczng ~ grzybni  C. unicolor  przeprowadzitam w
zaproponowanych juz wczesniej wariantach o$wietlenia ($wiatlo biale, zielone, niebieskie i
czerwone oraz ciemno$¢ jako warunki kontrolne) przy uzyciu techniki mikroskopii
konfokalnej (CLSM) oraz skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM). Charakterystyka
morfologiczna tego gatunku grzyba dostgpna w literaturze byta wykonana tylko dla hodowli
prowadzonych w ciemnosci i jak dotad nie podejmowano badan majacych na celu okreslenie
wplywu $wiatta na ten aspekt biologii C. unicolor. Probki materiatu biologicznego pochodzity
z trzech wariantow doswiadczalnych: a) podtoze mineralne LH z dodatkiem 1,5% agaru, b)
hodowla potstata (SSF) na trocinach jesionowych, c) trociny jesionowe zestalone 1,5 %
agarem. W celu okreslenia zmian morfologicznych grzybni wykonatam po raz pierwszy
analizy poréwnawcze obejmujace zarowno rodzaj wystepujacych w badanych preparatach
struktur takich jak strzgpki czy zarodniki oraz wystgpujace pomiedzy nimi zalezno$ci
jakosciowe 1 ilosciowe. Przeprowadzone badania pozwolily po raz pierwszy wykazaé
wyrazny wplyw zastosowanych warunkow oswietlenia zarowno na wzrost jak 1 rozwoj
grzyba C. unicolor namnazanego w zaproponowanych warunkach eksperymentalnych.
Grzybnia wzrastajaca na podtozach LH zestalonych agarem wykazywala cechy typowego
wzrostu promienistego ze strefami koncentrycznymi [25], lekko nieregularnymi w przypadku
$wiatla biatego. Najstabsze tempo wzrostu zaobserwowatam w przypadku grzybni
wzrastajace] w $wietle niebieskim, za$ najszybsze w ciemnosci. Zjawisko bardziej
kompaktowego wzrostu grzybni w $wietle niz ciemno$ci moze by¢ zwigzane z ekspresja
genow kodujacych biatka WCC (fotoreceptory $wiatta niebieskiego), ktoére moga byc
wymagane w trakcie wzrostu grzybni [4]. Jak wykazatam w trakcie badan transkrypty biatek
WCC zidentyfikowano u C. unicolor, co moze sugerowac istnienie podobnych szlakoéw
regulacyjnych réwniez w przypadku badanego organizmu. Analiza mikroskopowa preparatow
pozwolita stwierdzi¢ w badanych probkach materialu biologicznego obecnos$¢ struktur
morfologicznych typowych dla grzybow poliporoidalnych. Podczas wzrostu w warunkach in
vitro rozwingly si¢ typowe aseptowane nierozgalezione strzgpki szkieletowe, ktore

dominowaty oraz strzepki rozgalezione (lacznikowe), ktore wystepowaly najliczniej w
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hodowli namnazanej w ciemno$ci zar6wno na podlozu mineralnym, jak i trocinach.
Zaobserwowatam rowniez obecno$¢ septowanych strzgpek zarodnikono$nych. Szerokos¢
obserwowanych struktur zmieniata si¢ w zaleznoSci od zastosowanego wariantu o$wietlenia i
rodzaju podloza hodowlanego. Przeprowadzone obrazowanie mikroskopowe ujawnito
obecno$¢ licznych cienko$ciennych zarodnikéw (artrospor) o ksztalcie subcylindrycznym,
rzadziej elipsoidalnym, ktorych powstanie jest najcze$ciej wynikiem segmentacji lub
fragmentacji istniejacych strzepek w wyniku stresu metabolicznego [26]. Natomiast ilos¢
artrospor zalezna byla od podtoza i1 zastosowanego $wiatta, co moze $wiadczy¢ o obecnosci
dodatkowych sygnatléw metabolicznych morfogenezy 1 wystgpowaniu potencjalnych
interakcji pomiedzy fotoreceptorami a sygnatami metabolicznymi pochodzacym z podtoza
hodowlanego. Rozmiar artrospor wahat si¢ pomiedzy 4,41-6,55 x 2,03-2,65 pm z wyjatkiem
Swiatta biatego, gdzie byt wyraznie mniejszy. Najwieksza ilo$¢ zarodnikow zaobserwowatam
w hodowlach prowadzonych w §wietle niebieskim i bialym na podtozu trocinowym
zestalonym agarem, gdzie dominowaly dlugie i cienkie strzepki szkieletowe. Swiatto, a
zwlaszcza  $wiatlo niebieskie, jest najlepiej opisanym stresowym = czynnikiem
fotomorfogenezy u grzybow [4, 8]. Obecno$¢ opisanych struktur zostata potwierdzona
réwniez technika SEM. Roéznice morfologiczne grzybni pomiedzy réznymi wariantami
hodowlanymi byly szczegblnie widoczne w przypadku szczepu C. unicolor hodowanego na
podiozu trocinowym w ciemnos$ci. W takich warunkach grzyb formowal szerokie
rozgaleziajace si¢ strzepki. Z kolei wzrost grzybni w $wietle czerwonym charakteryzowat si¢
niezwykle regularnym rozmieszczeniem strzepek, ktore byly dhlugie, cienkie i

nierozgatgzione.

Ze wzgledu na stwierdzenie istotnych réznic w mikromorfologii grzybni C. unicolor
hodowanej w roznych warunkach o$wietleniowych po raz pierwszy w odniesieniu do
opisywanych warunkéw wzrostu podjetam si¢ przeprowadzenia bardziej szczegoétowej
analizy profilu ekspresji genéw zaangazowanych w morfogenezg i wzrost grzyba w oparciu o
baze¢ Gene Ontology (GO). Zaproponowane podejscie nalezy uzna¢ za nowatorskie, gdyz
biorgc pod uwage brak doniesien naukowych dotyczacych tego zagadnienia po raz pierwszy
podjeto probe integracji danych morfologicznych i danych transkryptomicznych dotyczacych
wzrostu grzybow rozkladajacych drewno w réznych warunkach o$wietlenia. Na podstawie
przeprowadzonej analizy stwierdzitam, ze transkrypty zaangazowane we wzrost i rozwoj
grzyba stanowily znaczaca czg$¢ catkowitej liczby gendéw o zréznicowanej ekspresji (451

DEGS), do ktorych przypisano terminy GO i réznity si¢ znaczaco tj. od 40,31% (w $wietle
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biatym) do 56,35% gendéw DEGs (w $wietle czerwonym) pomig¢dzy transkryptomami
uzyskanymi dla C. unicolor. Najliczniejszg funkcjonalng grupe gendéw stanowily kategorie:
,procesy komorkowe” oraz ,,organizacja sktadnikow komoérkowych lub biogeneza”, co
sugeruje duze znaczenie tych szlakow w morfogenezie C. unicolor. Transkrypty
sklasyfikowane w kategorii ,organizacja komodrki 1 biogeneza” byly najliczniej
reprezentowane w transkryptomach tego grzyba niezaleznie od warunkéw oswietleniowych i
wahaly si¢ w granicach od 5,15% w przypadku $wiatta zielonego do 7,14% dla hodowli w
swietle czerwonym. Z kolei sposréd wszystkich kategorii funkcjonalnych GO, geny o
zrbéznicowanej ekspresji zwigzane z ,,metabolizmem zasad nukleotydowych, nukleozydow,
nukleotydéow 1 kwasow nukleinowych” dominowaty w transkryptomie C. unicolor
hodowanym w $wietle czerwonym (9,52%). Natomiast transkrypty sklasyfikowane w
kategorii ,,rozmnazanie” 1 ,,rozw0j” byly najliczniej reprezentowanymi genami DEGs

zidentyfikowanymi w swietle czerwonym (7,94%) i zielonym (6,19%).

Wyniki tych do$wiadczen zostaly opublikowane i przedyskutowane w nastepujacej pracy

naukowej:

A3. Pawlik A. ™, Jaszek M., Stefaniuk D., Swiderska-Burek U., Mazur A., Wielbo J., Koper
P., Zebracki K., Janusz G. (2020) Combined effect of light and nutrients on the
micromorphology of the white rot fungus Cerrena unicolor. International Journal of
Molecular Sciences 21(5), 1678.

Ocena  poziomu aktywnosci enzymow  degradujacych ligninoceluloze i
antyoksydacyjnych zaangazowanych w proces ligninolizy oraz okreslenie ich
wzajemnych zaleznosci u C. unicolor hodowanego w réznych warunkach
oSwietleniowych. Wykazanie zmian poziomu ekspresji genow zaangazowanych w proces
proteolizy oraz zmian aktywnos$ci proteaz i aktywnosci chymotrypsynopodobnej

proteasomu 26S w odpowiedzi tego gatunku grzyba na zastosowane warunki §wietlne.

W oparciu o wyniki analizy RNA-Seq stwierdzitam, ze poziom transkrypcji genow
zaangazowanych w degradacje ligninocelulozy u C. unicolor zmienia si¢ w zalezno$ci od
zastosowanych warunkow oswietlenia. Woczesniejsze prace zespotu wykazaly réwniez
wyrazne zmiany aktywnosci lakazy i proteaz syntetyzowanych przez komorki tego grzyba

hodowanego na podtozu mineralnym LH i zawierajacym celulozg [27]. Brak bylo jednak
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kompleksowych analiz obejmujacych badania aktywnos$ci enzymow zaangazowanych w
degradacje ligninocelulozy u C. unicolor hodowanego w r6znych warunkach o§wietlenia na
naturalnym podtozu trocinowym. W zwigzku z tym po raz pierwszy podjetam badania majace
na celu okreslenie wptywu §wiatla na synteze enzymow zewnatrz- i wewngtrzkomorkowych
bezposrednio i posrednio zwigzanych z rozktadem drewna u tego organizmu. Jak poprzednio
hodowle C. unicolor przeprowadzitam w pigciu wariantach hodowlanych réznigcych sie
warunkami oswietlenia na podtozu potstatym (SSF) zawierajagcym trociny jesionu. W
doswiadczeniach uwzgledniono enzymy, ktorych transkrypty zostaty wykryte w wyniku
przeprowadzonej analizy RNA-Seq [28]. Bez wzgledu na zastosowany wariant hodowlany
zaobserwowalam bardzo niskie lub catkowity brak aktywnosci nastepujacych enzymow:
AAD (dehydrogenaza aryl-alkoholowa), CDH (dehydrogenaza celobiozowa), LiP
(peroksydaza ligninowa), B-glukuronidaza, B-ksylozydaza i B-mannanaza. Uzyskane wyniki
pozwolilty rowniez stwierdzi¢, ze Swiatto wywierato bardzo istotny wptyw na aktywnosci
zewnatrzkomérkowych enzymoéw LME (peroksydazy manganozaleznej; MnP), enzymow
celulo- i ksylanolitycznych (endo-1,4-pB-glukanaza, endo-1,4-B-ksylanaza, ogolna aktywno$¢
celulolityczna) oraz wewnatrzkomorkowych enzyméw antyoksydacyjnych (dysmutaza
ponadtlenkowa; SOD i katalaza). Wykazatam, ze synteza MnP byta ewidentnie stymulowana
biatlym $wiatlem, a najwyzsze aktywno$ci tego enzymu (598 nkat/l — $wiatlo biate)
zaobserwowatam 8-go dnia hodowli. Dosy¢ wysokie aktywno$ci odnotowatam réwniez w
hodowlach prowadzonych w $wietle czerwonym (510 nkat/l) i ciemnosci (444 nkat/l), co
potwierdza wczesniej otrzymane wyniki analiz RNA-Seq. Stymulacje¢ aktywno$ci $wiattem
bialym zaobserwowalam takze w przypadku katalazy. Maksymalng aktywnos$¢ enzymu (24
U/ml) zarejestrowalam 8-go dnia hodowli. Widoczny wzrost aktywnosci enzymatycznej
zaobserwowalam takze w przypadku zastosowania $wiatla niebieskiego 1 ciemnosci.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowane warunki hodowlane miaty niewielki wptyw na
synteze¢ B-glukozydazy i lakazy, co sugeruje, ze aktywno$¢ enzymatyczna jest zalezna nie
tylko od zastosowanego w trakcie hodowli o§wietlenia, ale jest wypadkowa dziatania wielu
réznych czynnikow. Lakaza osiggnela maksymalng aktywno$¢ na poziomie okolo 9-10
tysiecy nkat/l pomiedzy 6-tym a 9-tym dniem hodowli niezaleznie od zastosowanego
o$wietlenia. Natomiast w przypadku B-glukozydazy zaobserwowatam tylko nieznaczne
zmiany aktywnosci spowodowane réoznymi warunkami o$wietleniowymi w trakcie hodowli
grzyba. Przeprowadzone badania pozwolity mi wykaza¢ duze zroéznicowanie profili
enzymatycznych w przypadku pomiaréw catkowitej aktywnosci celulolitycznej. Warto

podkresli¢, ze $wiatlo niebieskie stymulowato systematyczny wzrost aktywnosci celulaz w
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zakresie od 5 U/ml 5-go dnia, do niemal 31 U/ml 14-go dnia hodowli. W przypadku innych
wariantow §wietlnych aktywnosci celulolityczne byly do$¢ zmienne. To widoczne
zroznicowanie wskazuje na mozliwo$¢ synergistycznego dziatania kompleksu enzymoéow
zaangazowanych w rozktad celulozy i wykazuje ogo6lng zdolno$¢ do hydrolizy celulozy przez
C. unicolor. Opierajac si¢ na uzyskanych wynikach przeprowadzitam bardziej szczegdlowe
analizy aktywnosci poszczegdlnych celulaz bioracych udziat w degradacji tego biopolimeru.
Zaobserwowatam wyrazng stymulacje aktywnosci endo-1,4-B-glukanazy w ciemnos$ci. Dla
poréwnania aktywnos$ci tego enzymu, ktére uzyskatam dla innych wariantow hodowlanych
byty $rednio 25-30% nizsze. Przeprowadzone badania wykazaty, ze $wiatto miato najwiekszy
wplyw na produkcje enzymoéow ksylanolitycznych. Wyrazny wzrost aktywnosci endo-1,4-f-
ksylanazy (90 mU/ml) odnotowatam w hodowli C. unicolor w ciemnos$ci, co moze
sugerowac, ze Swiatlo moze hamowac syntezg tej grupy enzymow. Obserwowatam stopniowy
wzrost aktywnosci enzymow celulo- 1 ksylanolitycznych w trakcie hodowli, co moze by¢
wynikiem zastosowania naturalnego podioza trocinowego i ograniczenia biodostgpnosci

polimeréw celulozowych i1 hemicelulozowych, ktérych trawienie jest trudniejsze.

Synteza enzymow antyoksydacyjnych posrednio zaangazowanych w proces
ligninolizy roéwniez okazala si¢ wykazywa¢ pewng zmiennos$cig zalezna od warunkoéw
hodowlanych. Aktywnos¢ SOD w badanym przedziale czasowym wahata si¢ od 61 do 81%.
Najwyzsze aktywnosci odnotowatam w grzybni C. unicolor hodowanej w $wietle czerwonym
(73-81%), a najnizsze uzyskatam w przypadku zastosowania Swiatta niebieskiego (61-76%).
Z kolei aktywno$¢ katalazy pozostawata na wysokim poziomie pomigdzy 5-tym a 9-tym
dniem hodowli, zwlaszcza w przypadku $wiatta bialego, niebieskiego i ciemno$ci, oraz

wykazywata duze réznice pomiedzy zastosowanymi wariantami.

Znaczenie regulacji aktywnosci proteaz przez $wiatto u C. unicolor nie byto jak dotad
badane i nie podejmowano kompleksowych badan dotyczacych wptywu §wiatta na synteze
tych enzymoéw. Uzyskane w toku badan wyniki sekwencjonowania mRNA-Seq szczepu C.
unicolor hodowanego na podtozu trocinowym w réznych warunkach o$wietlenia pozwolity
mi na przeprowadzenie dodatkowej analizy poziomu ekspresji genow kodujacych proteazy.
Najwicksza liczbe gendw o zroznicowanej ekspresji zaangazowanych w procesy
proteolityczne zaobserwowatam w czasie hodowli grzyba w S$wietle biatym. Natomiast
najmniejszg liczbe genéw DEGs (4) odnotowatam gdy badany organizm byt hodowany w
swietle zielonym. Ponadto w trakcie hodowli C. unicolor w badanych warunkach

o$wietleniowych od 1 do az 25 transkryptow kodujacych hipotetyczne biatka o aktywnos$ci

str. 20z 43



Anna Pawlik Zatgcznik 3 - Autoreferat

proteolitycznej i proteasomalnej wykazywato specyficzng ekspresje i byty to tzw. transkrypty
unikalne. Zwigkszong ekspresje genow DEGs obserwowatam u C. unicolor w $wietle
czerwonym, natomiast geny 0 zmniejszonej ekspresji wzgledem kontroli (ciemnosc)
przewazaty w hodowlach w §wietle niebieskim. Wsrod genéw wykazujacych zréznicowanag
ekspresje znalazty si¢ transkrypty gendéw kodujacych biatka nalezace do réznych rodzin
enzymow proteolitycznych (proteazy aspartylowe, serynowe, cysteinowe i metaloproteazy).
Wykazatam, ze §wiatto biate hamowato w dominujgcym stopniu ekspresje genow kodujacych
proteazy serynowe, cysteinowe i metaloproteazy. Z drugiej strony hodowla C. unicolor w
$wietle czerwonym powodowata wzrost ekspresji genéw kodujacych niektore metaloproteazy
I wszystkie proteazy serynowe. Co ciekawe, po raz pierwszy zaobserwowatam, ze wszystkie
geny kodujagce proteazy typu aspartylowego wykazywaty obnizong ekspresj¢ w
zastosowanych wariantach hodowlanych za wyjatkiem $wiatta czerwonego, w ktorych to
warunkach w ogodle nie wykryto obecnosci omawianych transkryptow. Z kolei na ekspresje
genow kodujacych proteazy cysteinowe miato wpltyw tylko $wiatlo biale i niebieskie.
Przeprowadzone analizy transkryptomu C. unicolor sugeruja réwniez zmiany poziomu
ekspresji genéw zwigzanych z synteza ubikwityny, ktora jest bezposrednio zaangazowana w
ATP-zalezng degradacj¢ bialek wewnatrzkomorkowych z udziatem proteasomu 26S. W toku
badan stwierdzitam, ze hipotetyczne geny zwigzane z aktywno$ciami proteasomalnymi
wykazywaty podwyzszong ekspresje w swietle czerwonym, a obnizong w $wietle biatym. Jak
udowodniono wczesniej system ten odgrywa niezwykle wazng rol¢ w odpowiedzi grzybow
biatej zgnilizny drewna na warunki stresowe 1 regulacje aktywnos$ci enzymow

ligninolitycznych w warunkach stresu [10, 29].

W kolejnym etapie badan przeprowadzitam analiz¢ poréwnawczg wewnatrz- |
zewnatrzkomorkowych aktywno$ci proteolitycznych oraz aktywnosci proteasomu 26S C.
unicolor w réznych warunkach o$wietlenia hodowli. Wartosci ogoélnej zewnatrzkomorkowej
aktywnosci proteolitycznej w pH kwasnym wobec hemoglobiny jako substratu reakcji
okazaly si¢ by¢ wyzsze w odniesieniu do proteaz wewngtrzkomorkowych (homogenat
grzybni). Najwyzsze aktywno$ci zewnatrzkomorkowych proteaz stwierdzitam w Kulturach
grzybowych hodowanych w ciemnosci. Z kolei w przypadku homogenatéw komoérkowych
najwyzsze aktywnosci (0,63 U/min/mg) zaobserwowatam w hodowlach C. unicolor w §wietle
czerwonym. Aktywnos¢ alkalicznych proteaz wewnatrzkomorkowych utrzymywata sie w
miar¢ na statym poziomie w trakcie catego okresu hodowli C. unicolor w $wietle biatym, co

moze mie¢ zwigzek z rolg opiekuncza (tzw. housekeeping enzymes) proteaz zasadowych

str. 21z 43



Anna Pawlik Zatgcznik 3 - Autoreferat

(serynowych). Najwyzsze aktywno$ci proteaz wewngtrzkomoérkowych w  Srodowisku
kwasnym stwierdzitam w homogenatach pozyskanych z hodowli C. unicolor w $wietle
biatym (0,13 U/min/mg). Oznaczenia aktywnoS$ci proteolitycznych w pH kwasnym i
zasadowym wobec substratu BODIPY-BSA (modyfikowana albumina wotowa) wykazaty
wyrazne roznice pomigdzy poszczegdlnymi wariantami. Przeprowadzone badania pozwolity
wykry¢ najwyzsze aktywnosci proteolityczne 5-go dnia hodowli w $wietle czerwonym,
zaroOwno w przypadku enzymow zewnatrz- jak i wewnatrzkomorkowych. Warto podkreslic,
ze S$wiatlo czerwone i niebieskie stymulowalo wyraznie produkcje proteaz
zewnatrzkomoérkowych niemal w calym okresie hodowli C. unicolor. Efekt stymulacji
aktywnos$ci zewnatrzkomoérkowych proteaz alkalicznych uzyskatam réwniez w wyniku
zastosowania swiatla zielonego. Wartosci te wahaty si¢ od 17,69 do 39,11 RFU/min/mg.
Podobnie jak w przypadku preparatow zewnatrzkomorkowych, probki pozyskane z grzybni
wykazywaly najwyzsze aktywnosci proteolityczne (37,99 RFU/min/mg) 5-go dnia hodowli w
$wietle czerwonym. Trend ten sugeruje istnienie zalezno$ci migedzy fotoreceptorami Swiatta
czerwonego a stymulacja aktywno$ci proteaz kwasnych, co widoczne jest zwlaszcza na
wstepnym etapie hodowli grzyba. Z kolei efekt inhibicyjny wykazywato $wiatlo biate i w
poréwnaniu z innymi warunkami hodowlanymi uzyskane aktywnosci byly najnizsze.
Wykorzystanie koniugowanej elastyny BODIPY-elastin jako substratu reakcji pozwolito mi
wykaza¢ po raz pierwszy dla zastosowanych warunkow obecno$¢ w badanych preparatach
biologicznych aktywnosci elastynolitycznych, ktore odgrywaja u grzybow role czynnika
wirulencji. W przypadku pH kwasnego zaobserwowatam indukcje zewnatrzkomorkowych
aktywnosci proteolitycznych dla grzybni namnazanej w $wietle niebieskim i zielonym.
Bardzo podobny efekt stymulacji stwierdzitam réwniez w homogenatach grzybni.
Wykazatam, ze aktywno$ci elastynolityczne zaleza od warunkow os$wietleniowych i
stwierdzitam silng stymulacje aktywno$ci wewnatrzkomorkowych przez $wiatto biate,
czerwone, zielone i niebieskie. Jednak zdecydowanie najwyzsze aktywnosci uzyskatam w
przypadku hodowli C. unicolor w s$wietle czerwonym (58,74 RFU/min/mg) i niebieskim
(57,69 RFU/min/mg). Zewnatrzkomoérkowe aktywnosci proteaz  kazeinolitycznych
(zaangazowanych w obrot biatkowy i1 utrzymanie homeostazy w komorce) byty dosé
zroznicowane i zmienne, jednak wcigz zalezne od warunkow oswietlenia w trakcie trwania
eksperymentu. Najwyzsze aktywnos$ci obserwowalam w przypadku plynéw pohodowlanych
pozyskanych z hodowli C. unicolor w ciemnos$ci (156,62 RFU/min/mg), w $wietle bialym
(165,83 RFU/min/mg) i zielonym (153,64 RFU/min/mg) 5-go dnia. Zastosowanie §wiatla
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czerwonego i niebieskiego w trakcie hodowli C. unicolor hamowato aktywno$ci proteaz

kazeinolitycznych obecnych w badanych ekstraktach w poréwnaniu z ciemnoscia.

Analiza zymograficzna wszystkich wewnatrz- i zewngtrzkomoérkowych ekstraktow
przeprowadzona w pH kwasnym wykazata obecno$¢ prazkow aktywnosci wskazujacych na
obecno$¢ proteaz. Zwigkszone tempo trawienia substratow naturalnych uzyskatam dla
ekstraktow zewnatrzkomorkowych pochodzacych z hodowli C. unicolor w $wietle
czerwonym, zielonym 1 niebieskim. W tych warunkach pojawil si¢ dodatkowy
charakterystyczny prazek biatkowy wykazujacy aktywnos$¢ proteolityczng. Moze miec to
zwigzek ze zwigkszonym tempem aktywacji czgsteczki proenzymu (prekursor migruje
wolniej w polu elektrycznym) do katalitycznie aktywnej hydrolazy, ktorej pojawienie si¢
widoczne jest jako dodatkowy prazek biatkowy. W obrazie elektroforetycznym ekstraktow
wewnatrzkomorkowych  obecno$¢ dodatkowego prazka biatkowego o aktywnosSci
proteolitycznej zaobserwowatam tylko w probkach pozyskanych z hodowli C. unicolor w
$wietle czerwonym i niebieskim. Nie stwierdzitam obecnosci szybko migrujacego prazka w
preparatach pochodzacych z hodowli tego grzyba w $wietle zielonym. Przeprowadzone
badania pozwolity stwierdzi¢ obecno$¢ najintensywniejszych prazkow aktywnosci
wewnatrzkomorkowych proteaz w homogenatach grzybni pochodzacych z hodowli w $wietle

czerwonym.

Po raz pierwszy w zastosowanych wariantach doswiadczalnych stwierdzitam istotne
roznice w przypadku chymotrypsynopodobnej (CHT-L) aktywnosci proteasomu 26S
mierzonej] w zageszczonych wewnatrzkomorkowych frakcjach wysokoczasteczkowych.
Najwyzsze aktywnos$ci specyficzne (48 nM/mg), a wigc i najwyzsze tempo degradacji
fluorogennego substratu zaobserwowatam 5-do dnia hodowli w $wietle biatym, co moze
wskazywac na zaangazowanie proteolizy ATP-zaleznej w adaptacj¢ C. unicolor do warunkow
stresowych, w tym wypadku $wiatta. W tym czasie najnizsze aktywnosci CHT-L

stwierdzitam dla grzybni hodowanej w ciemnosci - 24 nM/mg.

Wiyniki tych do§wiadczen zostaty opublikowane i przedyskutowane w nastepujacych pracach

naukowych:

A4d. Pawlik A. ™, Jaszek M., Sulej J., Janusz G. (2019) Light-regulated synthesis of extra- and
intracellular enzymes related to wood degradation by the white rot fungus Cerrena unicolor
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during solid-state fermentation on ash sawdust-based medium. Acta Biochimica Polonica
66(4), 419-425.

A5. Pawlik A. =, Jaszek M., Swatek A., Ruminowicz-Stefaniuk M., Ciolek B., Mazur A.,
Janusz G. (2020) Lighting conditions influence the dynamics of protease synthesis and

proteasomal activity in the white rot fungus Cerrena unicolor. Biomolecules 10(9), 1322.

Wyniki badan stanowigce powyzsze osiggniecie naukowe zOstaly uzyskane w trakcie
realizacji projektu badawczego NCN Opus 8 pt.: ,,Wplyw $wiatta na metabolizm Cerrena
unicolor” 2014/15/B/NZ9/01990, ktérego bytam wykonawca.

4.1.4. Podsumowanie najwazniejszych wynikéw badan opublikowanych w
artykulach stanowiacych osiagniecie naukowe

Najwazniejsze osiggni¢cia naukowe przedstawione w monotematycznym cyklu 5

oryginalnych prac eksperymentalnych:

1. Zsekwencjonowanie (analiza typu RNA-Seq) transkryptomu grzyba C. unicolor
hodowanego w pigciu wariantach o§wietlenia: w ciemnosci (kontrola) oraz w $wietle
biatym, czerwonym, niebieskim 1 zielonym. Po raz pierwszy u grzybow
degradujacych drewno dokonano identyfikacji transkryptow kodujacych hipotetyczne
fotoreceptory grzybowe, co sugeruje, ze C. unicolor jest w stanie odbiera¢ bodzce
swietlne 1 reagowa¢ na nie w zrdznicowany sposOb poprzez zmiany ogolnego
metabolizmu. Okreslono roznice jakosciowe i iloSciowe w ekspresji poszczegdlnych

genow w zalezno$ci od warunkow o$wietlenia.

2. Zidentyfikowano geny kodujace enzymy rozktadajace drewno i wykazano po raz
pierwszy ich zréznicowang ekspresje w zalezno$ci od barwy $wiatla oraz
zidentyfikowano szlaki sygnatowe zalezne od $wiatta, ktore moga regulowaé inne
procesy komodrkowe i1 stanowi¢ centrum integrujace transdukcje réznych sygnatow

srodowiskowych.

3. Okreslono profile metaboliczne (fenotypowe) C. unicolor i wykazano zdolnos¢ tego
organizmu do metabolizowania roéznych zrodet wegla w zalezno$ci od warunkoéw
naswietlenia hodowli. Ponadto po raz pierwszy okreslono wrazliwo$¢ chemiczng tego
organizmu wzgledem réznych grup zwigzkéw chemicznych w zaleznosci od

zastosowanej w trakcie hodowli barwy s$wiatla, co dostarczytlo informacji o
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globalnych fenotypach C. unicolor i specyficznym wykorzystaniu réznych sktadnikow
pokarmowych przez ten organizm. Wykazano korelacj¢ pomigdzy metabolicznymi
preferencjami C. unicolor do rozktadu okreslonych substratow, zastosowanym
podiozem hodowlanym, a warunkami os$wietlenia grzybni. Najwyzsza aktywnos¢
metaboliczng grzyba i najwigksza tolerancje na zwiazki chemiczne Stwierdzono w

ciemnosci.

4. Po raz pierwszy wykazano roznice mikromorfologiczne grzybni (tempo wzrostu, typ
strzepek, dhugos¢ i szerokos$¢ strzepek) i ilosci produkowanych zarodnikow przez C.
unicolor w réznych warunkach oswietlenia i na réznych podtozach hodowlanych,
ktore zostaty czg$ciowo potwierdzone w zroznicowanej ekspresji genéw na poziomie
transkryptomu. Wykazano réwniez potencjalng zalezno$¢ pomig¢dzy rodzajem
zastosowanego poditoza hodowlanego i warunkami o$wietlenia a cechami
morfologicznymi grzyba. Uzyskane wyniki sugerujg istnienie ztozonych interakcji
pomigdzy czynnikami pokarmowymi i srodowiskowymi, a ich wptywem na wzrost i

cechy morfologiczne C. unicolor.

5. Po raz pierwszy stwierdzono, ze $wiatlo wpltywa bezposrednio nie tylko na synteze
enzymow degradujacych drewno, ale rowniez dziala posrednio poprzez regulacje
syntezy enzyméw antyoksydacyjnych rozkladajacych toksyczne produkty uboczne
rozktadu ligniny. Wykazano, stymulacje syntezy MnP i katalazy przez swiatlo biate, a
ksylanazy w ciemnosci. Udowodniono, ze $wiatto ma rowniez znaczacy wplyw na
syntez¢ endo-1,4-B-glukanazy. Stwierdzono, ze zdolnosci C. unicolor do degradacji
materiatu roslinnego sa prawdopodobnie w znacznym stopniu zalezne od warunkéw

o$wietlenia.

6. Wykazano wyrazny wptyw réznych warunkow os$wietlenia na rownowage redoks w
komoérkach  grzybowych poprzez stymulacj¢ aktywnos$ci  antyoksydantow
enzymatycznych: dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy.

7. Okreslono aktywnosci oraz wykonano analizy zymograficzne aktywnos$ci proteaz C.
unicolor syntetyzowanych w roznych warunkach oswietlenia hodowli. Wykazano
znaczne  zroznicowanie  profili  enzymatycznych  proteaz ~ wewnatrz- |
zewnatrzkomorkowych, wyraznie zalezne od zastosowanego $wiatta i substratu.
Wykazano zalezne od S$wiatta zmiany aktywnos$ci proteaz wobec substratow

naturalnych i syntetycznych, co sugeruje, ze warunki o$wietlenia moga z duzym
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prawdopodobienstwem bezposrednio wptywac na poziom proteolizy w komodrkach C.
unicolor. Stwierdzono, ze aktywnos$ci proteolityczne zwigzane z proteasomem 26S
wzrastajg w poczatkowej fazie wzrostu C. unicolor, co wskazuje na kluczowsg role
ATP-zaleznej proteolizy w poczatkowym etapie adaptacji grzyba do warunkoéw

stresowych, w tym wypadku zmiennych dlugosci fali $wietlne;.

8. Wykazano, ze geny kodujace biatka o aktywnosci proteolitycznej i proteasomalnej sg
transkrybowane specyficznie 1 w zrdznicowanym stopniu w trakcie hodowli C.
unicolor w réznych warunkach o$wietlenia, Co sugeruje, ze grzyb reaguje na $wiatlo

poprzez synteze transkryptow kodujacych proteazy z roznych rodzin katalitycznych.

9. Przeprowadzone badania pozwolily na okreslenie wielopoziomowej regulacji
metabolizmu C. unicolor, wlaczajac w to zagadnienia syntezy enzymow
zaangazowanych w rozktad drewna, co moze mie¢ bezposredni wptyw na zdolnos$ci
tego organizmu do kolonizacji nowych siedlisk i tym samym przetrwania w
srodowisku. Udowodniono réwniez, ze analizujac wpltyw S$wiatla na metabolizm
grzybow nalezy uwzglednia¢ wiele roznych zmiennych, takich jak sktad podtoza i

obecno$¢ ksenobiotykow w srodowisku wzrostu badanego organizmu.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnosScia
naukowg albo artystyczng realizowang w wiecej niz
jednej uczelni, instytucji naukowej Ilub instytucji
kultury, w szczegolnosci zagranicznej

Prace naukowo-badawcza rozpoczetam w 2005 roku w zespole kierowanym przez
Prof. dr hab. Jerzego Rogalskiego jako absolwentka studiow biologicznych w zakresie
biochemii Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydzial Biologii i Biotechnologii),
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Przeprowadzone przeze mnie w trakcie
pracy magisterskiej badania dotyczyly zastosowania technik biologii molekularnej do
okreslania podobienstwa genetycznego szczepow Trichodrema reesei. Badania te realizowane
byty we wspotpracy z Prof. Shoji Ohga z Uniwersytetu w Kyushu w Japonii (Laboratory of
Forest Resources Management, Division of Forest Environmental Sciences, Department of

Agro - environmental Sciences, Faculty of Agriculture, Kyushu University, Japonia).

Uzyskane wyniki zostaly opisane w pracy:

A6. Pawlik A., Deptuta T., Targonski T., Rogalski J., Ohga S. (2012) AFLP fingerprinting of
Trichoderma® reesei strains. Journal of The Faculty of The Agriculture Kyushu University
57(1), 1-6.

!jest ,, Tricoderma’ , powinno by¢ ,,Trichoderma”’

W 2005 roku w czasie stazu naukowego na Uniwersytecie w Idaho (USA)
nawigzatam wspotprace naukowa z Prof. Andrzejem Paszczynskim (School of Food Science,
University of Idaho and Washington State University, USA). Realizowane w ramach tej
wspolpracy inicjatywy naukowe koncentrowaty si¢ na mikroorganizmach (gléwnie grzybach
biatej zgnilizny drewna) zdolnych do biologicznego rozktadu ligniny. Badania skupiatly si¢
rowniez na regulacji ekspresji genéw kodujacych lakaze, peroksydaz¢ managanozalezng i
ligninowa, a takze na mechanizmach i ewolucji gendw kodujacych inne biatka zaangazowane
w degradacje ligniny w przyrodzie. W wyniku tej wspoipracy powstaty prace przegladowe
zwigzane z ta tematyka. Wykazalam, Ze organizmy grzybowe angaZzuja rozne strategie
degradacji ligniny skorelowane z liczba gendow kodujacych biatka wydzielnicze. Szczegdtowo
zbadatam ekspresj¢ gendéw kodujacych izoenzymy lakazy C. unicolor. Cze$¢ badan
realizowana byla w ramach projektu NCN pt. ,.Znaczenie lakazy Cerrena unicolor w jej
adaptacji do rozktadu kilku gatunkow drewna 1 zmiennych warunkow $rodowiska”

2013/09/B/NZ9/01829, ktorych rezultaty zostaly szczegdétowo omoéwione w punkcie 7.
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niniejszego Autoreferatu. Wynikiem wspotpracy jest 5 prac naukowych, ktore zostaty

opublikowane w czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym:

AT7. Pawlik A., Ciotek B., Sulej J., Mazur A., Grela P., Staszczak M., Niscior M., Jaszek M.,
Matuszewska A., Janusz G., Paszczynski A. (2021) Cerrena unicolor laccases, genes

expression and regulation of activity. Biomolecules 11(3), 468.

A8. Janusz G., Pawlik A., Swiderska-Burek U., Polak J., Sulej J., Jarosz-Wilkotazka A.,
Paszczynski A. (2020) Laccase properties, physiological functions, and evolution.

International Journal of Molecular Sciences 21(3), 966.

A9. Janusz G., Mazur A., Wielbo J., Koper P., Zebracki K., Pawlik A., Ciotek B.,
Paszczynski A., Kubik-Komar A. (2018) Comparative transcriptomic analysis of Cerrena
unicolor revealed differential expression of genes engaged in degradation of various kinds of
wood. Microbiological Research 207, 256-268.

Al0. Janusz G., Pawlik A., Sulej J., Swiderska-Burek U., Jarosz-Wilkolazka A., Paszczynski
A. (2017) Lignin degradation: microorganisms, enzymes involved, genomes analysis and
evolution. FEMS Microbiology Review 41(6), 941-962.

All. 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 and Microbial Technology 52(1), 1-12.

W 2011 roku podjetam $cistg wspolprace naukowa z Prof. dr hab. Magdaleng Frac z
Instytutu Agrofizyki PAN w Lublinie. W ramach wspolnych inicjatyw badawczych podjetam
badania, ktorych celem byta m.in. charakterystyka biochemiczna grzybéw wystepujacych w
odpadach organicznych oraz ocena mozliwos$ci ich zastosowania w procesach biodegradacji.
Powyzsze badania byly realizowane w ramach projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, Iuventus Plus, Nr IP2010 009370 ,,Charakterystyka zbiorowisk grzybow
wystepujacych w wybranych odpadach organicznych oraz ocena ich przydatnosci w
degradacji odpadoéw”, ktorego bytam wykonawca. Z kolei w ramach projektu Lider nr 048/L-
2/10 finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju ,,Opracowanie
innowacyjnego biopreparatu do optymalizacji procesu fermentacji metanowej odpadow
organicznych” wyizolowano nowy srodowiskowy szczep Trichoderma atroviride G79/11. W
trakcie badan udowodnitam, ze grzyb ten jest bardzo wydajnym producentem
zewnatrzkomorkowych celulaz, ktorych synteza zostala zoptymalizowana. Na bazie

zewnatrzkomoérkowej celulazy T. atroviride opracowano biopreparat zastosowany w procesie
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fermentacji metanowej. Badania te realizowane byly rowniez we wspotpracy z dr. hab. inz.
Krzysztofem Zieminskim z Politechniki todzkiej. Uzyskane wyniki wykazaty wysoki
potencjat aplikacyjny i staty si¢ podstawg zgloszenia patentowego, ktére zakonczyto si¢ w
2017 roku uzyskaniem patentu krajowego P.409138 pt. ,,Nowy szczep grzyba Trichoderma
atroviride G79/11, sposoéb otrzymywania biopreparatu do fermentacji metanowej odpadow
organicznych z wykorzystaniem tego szczepu oraz sposob prowadzenia fermentacji
metanowej odpadow organicznych =z zastosowaniem biopreparatu”, ktorego jestem
wspottworca. Moja wspotpraca z Instytutem byta kontynuowana poprzez zaangazowanie w
realizacj¢ Kkolejnego projektu NCN Sonata ID 2012/07/D/NZ9/03357 ,,Wystepowanie,
detekcja oraz charakterystyka molekularna i metaboliczna toksynotworczych grzybow
termoopornych (Neosartorya fisheri i Byssochlamys fulva)” w latach 2013-2016. M6j wktad
w realizacj¢ tych badan polegal na opracowaniu metod okreslania przynalezno$ci
taksonomicznej badanych szczepéw metodami molekularnymi oraz zastosowania metody
AFLP (amplified fragmnet length polymorphism) do typowania genetycznego N. fisheri i B.
fulva. Wyniki badan przeprowadzonych przeze mnie w ramach wspotpracy z IA PAN zostaty

opublikowane w 2 pracach w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym:

Al12. 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.

Al3. 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-enzymatic

biopreparation for biogas yield enhancement. BioResources 12(3), 6187-6206.

oraz zaprezentowane w 5 krajowych i 4 miedzynarodowych doniesieniach
konferencyjnych. Wynikiem realizacji wspolnych przedsiewzig¢ naukowych jest rowniez 18
zgloszen sekwencji nukleotydowych do bazy danych GenBank (NCBI). Wspoélpraca
naukowa z Instytutem byta kontynuowana poprzez realizacje¢ 2 projektow badawczych
NCN pt.: ,,Wplyw $wiatla na metabolizm Cerrena unicolor” 2014/15/B/NZ9/01990 oraz
»Znaczenie lakazy Cerrena unicolor w jej adaptacji do rozktadu kilku gatunkoéw drewna i
zmiennych warunkéw $rodowiska” 2013/09/B/NZ9/01829, ktorych rezultaty zostaty

szczegblowo omowione w punkcie 4. i 7. niniejszego Autoreferatu.

W ramach dalszej wspolpracy z Instytutem Agrofizyki PAN w Lublinie oraz

Uniwersytetem Przyrodniczym w Poznaniu (Prof. dr. hab. Marek Siwulski) bratam udziat w
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charakterystyce filogenetycznej i fenotypowej grzybow z rodzaju Coprinus i Flammulina.
Organizmy stanowigce przedmiot badan zostaly sklasyfikowane do gatunku poprzez
sekwencjonowanie wewnatrzgenowych regionéw ITS (Internal Transcribed Spacer).
Stosujac analize typu AFLP okre§litam zroznicowanie filogenetyczne tych gatunkow
grzybow. Dodatkowo przeprowadzitam analizy fenotypowe, ktore polegaly na okres§leniu
zdolno$ci badanych organizméw do metabolizowania roéznych zrodet wegla z uzyciem
systemu Biolog FF. Ponadto wykazano zalezne od induktora i czasu indukcji zréznicowanie
syntezy lakazy przez szczepy Flammulina velutipes. Uzyskane wyniki opisano w ponizszych

pracach:

Al4. Pawlik A., Malinowska A., Siwulski M., Fragc M., Rogalski J., Janusz G. (2015)
Determination of biodiversity of Coprinus comatus using genotyping and metabolic profiling
tools. Acta Biochimica Polonica 62(4), 683-689.

A15. 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 Journal of Microbiology and Biotechnology 31(1), 121-133.

oraz 2 miedzynarodowych i 1 krajowym doniesieniu konferencyjnym.

W latach 2012-2016 bytlam zaangazowana w realizacj¢ mi¢dzynarodowego projektu
finansowanego w ramach Polsko-Szwajcarskiego Programu Badawczego PSPB — 079/2010
pt. ,, Tailored Lipidic Mesophases as Novel Functional Nanomaterials in Bioenergetics and
Biosensing”. Partnerami w projekcie byly nastepujace osrodki naukowo-badawcze:

e Instytut Chemii Organicznej Uniwersytetu w Zurychu,
e Wydziat Chemii Uniwersytetu Warszawskiego,
e Zaktad Biochemii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej (obecnie Katedra

Biochemii i Biotechnologii, Instytut Nauk Biologicznych UMCS).

W ramach tej wspotpracy realizowatam badania polegajace na charakterystyce molekularne;j i
metabolicznej szczepow Ganoderma lucidum i Aspergillus sp. zdolnych do syntezy
oksydoreduktaz (lakaza i dehydrogenaza glukozy, GDH), ktore ze wzgledu na swojg
elektrochemiczng aktywnos$¢ znajduja zastosowanie w konstrukcji biosensoréw i bioogniw
paliwowych. Organizmy stanowigce przedmiot badan zostaly sklasyfikowane do gatunku
poprzez sekwencjonowanie regionow ITS. Okreslitam rowniez zroznicowanie filogenetyczne
(AFLP) i fenotypowe (Biolog FF) tych gatunkow grzybow. Dla szczepéw G. lucidum

przeprowadzono rowniez analizy wzrostu 1 produkcji biomasy na réznych podtozach
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hodowlanych. Powyzsze badania zostaly opublikowane w 2 pracach w czasopismach o

zasi¢gu mi¢dzynarodowym:

Al16. Pawlik A., Janusz G., D¢bska 1., Siwulski M., Frac M., Rogalski J. (2015) Genetic and
metabolic intraspecific biodiversity of Ganoderma lucidum. BioMed Research International
2015, 726149.

Al7. Rola B., Pawlik A., Frac M., Matek W., Targonski Z., Rogalski J., Janusz G. (2015)
The phenotypic and genomic diversity of Aspergillus strains producing glucose
dehydrogenase. Acta Biochimica Polonica 62(4), 747-755.

oraz 3 miedzynarodowych i 1 krajowym doniesieniu konferencyjnym. Dodatkowo moje
zaangazowanie w realizacj¢ projektu PSPB polegato na petnieniu roli asystenta koordynatora

projektu ze strony UMCS — Prof. dr. hab. Jerzego Rogalskiego, w latach 2012-2016.

Poza wspoélpraca naukowa zwigzang z wykonywaniem zadan badawczych w ramach
omoOwionych powyzej projektow, zaangazowana bytlam w powstanie ponizszej publikacji,
ktora jest efektem wspotpracy naukowej z Prof. Margaret E. Daub z Uniwersytetu Stanowego
Karoliny Pétnocnej w USA (Department of Plant and Microbial Biology, North Carolina
State University, USA):

A18. Swiderska-Burek U., Daub M.E., Thomas E., Jaszek M., Pawlik A., Janusz G. (2020)
Phytopathogenic cercosporoid fungi—from taxonomy to modern biochemistry and molecular
biology. International Journal of Molecular Sciences 21(22), 8555.

W pracy skupiono si¢ na molekularnych i biochemicznych aspektach badan grzybow
cerkosporoidalnych co stanowi nowatorskie podejscie w charakterystyce tej grupy grzybow.
Dokonano kompleksowego przegladu i1 syntezy wiedzy dotyczacej szlakéw metabolicznych
biosyntezy cerkosporyny 1 jej toksycznosci w kontekScie powstajacych réwnolegle w
komorkach grzyba reaktywnych form tlenu (ROS). Przesledzono udziat cerkosporyny w
procesie fitopatogenezy i chorobach infekcyjnych roslin oraz po raz pierwszy w literaturze
dokonano charakterystyki enzymdéw zaangazowanych w te procesy. Zwrocono uwage na

aplikacyjne mozliwosci zastosowania grzyboéw cerkosporoidalnych w biotechnologii.

W 2018 roku braltam udziat w tworzeniu multidyscyplinarnego konsorcjum
naukowego, w sktad ktérego jako cztonkowie weszly nastepujace osrodki naukowo-
badawcze:
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e Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Zaktad Biochemii, Wydzial Biologii i
Biotechnologii (obecnie Katedra Biochemii i Biotechnologii, Instytut Nauk
Biologicznych),

e Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Katedra 1 Zaktad Botaniki
Farmaceutycznej, Wydziatl Farmaceutyczny,

e Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Zaktad Farmakologii Dos$wiadczalnej,
Wydzial Nauk o Zdrowiu,

e Politechnika Biatostocka, Zamiejscowy Wydziat Lesny PB w Hajnéwce (obecnie
Instytut Nauk Le$nych, Wydziat Budownictwa i Nauk o Srodowisku).

Celem powstatego konsorcjum jest prowadzenie wspolnych, szeroko zakrojonych badan
zwigzanych z poszukiwaniem, pozyskiwaniem i1 weryfikacja dzialania substancji biologicznie
aktywnych z grzybéw. W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano i
scharakteryzowano dwa nowe szczepy grzybow, ktorych metabolity wykazywaty wlasciwosci
antyoksydacyjne i przeciwnowotworowe. Uzyskane wyniki opublikowano w 2 pracach w

czasopismach o zasiggu miedzynarodowym:

A19. Fijatkowska A., Muszynska B., Sutkowska-Ziaja K., Kata K., Pawlik A., Stefaniuk D.,
Matuszewska A., Piska K., P¢kala E., Kaczmarczyk P., Pietka J., Jaszek M. (2020) Medicinal
potential of mycelium and fruiting bodies of an arboreal mushroom Fomitopsis officinalis in

therapy of lifestyle diseases. Scientific Reports 10(1), 20081.

A20. Sadowska A., Zapora E., Sawicka D., Niemirowicz-Laskowska K., Surazynski A.,
Sutkowska-Ziaja K., Kata K., Stocki M., Wotkowycki M., Bakier S., Pawlik A., Jaszek M.,
Muszynska B., Car H. (2020) Heterobasidion annosum induces apoptosis in DLD-1 cells and
decreases colon cancer growth in in vivo model. International Journal of Molecular Sciences
21(10), 3447.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych,
organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub
sztuke

Od poczatku swojej pracy zawodowej jako nauczyciel akademicki aktywnie
uczestnicze w  procesach  dydaktyczno-wychowawczych. Prowadzitam ¢wiczenia
laboratoryjne dla kursu biochemii, biochemii Il i enzymologii dla studentéw biologii i

biotechnologii, ¢wiczenia z biochemii skory i tkanek wspoétzaleznych oraz biotechnologii dla
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studentéw chemii srodkéw bioaktywnych 1 kosmetykéw. Prowadzitam rowniez konwersatoria
z podstaw biochemii dla studentéw chemii i konwersatoria z molekularnych mechanizméw
ewolucji dla studentow biotechnologii. Od roku 2017 prowadze wyktady z molekularnych

mechanizmow ewolucji dla studentow biotechnologii.

W chwili obecnej jestem wspotkoordynatorem dwoch kursow — biochemii 1l dla
studentow I roku II stopnia biologii i molekularnych mechanizméw ewolucji dla II roku II
stopnia biotechnologii ogdlnej. W zwigzku z tym bralam czynny udzial w opracowaniu

autorskich programéw zajeé¢ dla wyzej wymienionych przedmiotow.

Od roku 2014 bytam promotorem 7 i recenzentem 3 prac licencjackich. Od roku
2005 petitam role opiekuna merytorycznego dla 10 magistrantow przygotowujacych
swoje prace dyplomowe w Katedrze Biochemii i Biotechnologii. Obecnie petni¢ funkcje

promotora pracy magisterskiej.

W roku 2017 oraz 2020 sprawowalam opieke nad studentami biotechnologii
odbywajacymi praktyki zawodowe w Katedrze Biochemii i Biotechnologii.

Przygotowatam i przeprowadzitam zajecia z zakresu biologii molekularnej i biochemii
dla uczniow I LO im. Stanistawa Staszica w Lublinie przygotowujacych si¢ do centralnego

etapu Olimpiady Biologicznej w 2017 i 2018 roku.

W 2019 roku moje osiagni¢cia dydaktyczne i wychowawcze zostaly uhonorowane
przyznanym mi przez Ministra Edukacji Narodowej medalem Komisji Edukaciji

Narodowej.

W latach 2016 — 2019 bytam czlonkiem Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii
UMCS (przedstawiciel niesamodzielnych pracownikéw naukowych), a od 2019 roku jestem
czlonkiem Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych UMCS. Od 2013 roku jestem
czlonkiem Polskiego Towarzystwa Genetycznego O/Lubelski oraz Polskiego
Towarzystwa Mykologicznego (w latach 2015 - 2020 petlnitam funkcje
wiceprzewodniczacej Zarzadu Sekcji ,,Biotechnologia grzybow” PTMyk). W latach 2008-
2012 bytam takze cztonkiem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego O/Lubelski.

W latach 2012 - 2016 pelilam funkcj¢ asystenta koordynatora UMCS
miedzynarodowego projektu PSPB - 079/2010 ,,Tailored Lipidic Mesophases as Novel
Functional Nanomaterials in Bioenergetics and Biosensing” wspotfinansowanego w ramach

Polsko-Szwajcarskiego Programu Badawczego.

str. 34 z 43



Anna Pawlik Zatgcznik 3 - Autoreferat

Obecnie sprawuje funkcje¢ redaktora naukowego wydania specjalnego (Guest Editor)
czasopisma Biomolecules pt.: ,,Fungal Metabolism - Enzymes and Bioactive Compounds”
(2020-2021 r.). W 2015 roku bylam czlonkiem komitetu naukowego | Konferencji
Naukowej ENZYMOS ,.Enzymy w nauce i przemysle”. W roku 2013, 2015, 2018 i 2019
bylam czlonkiem komisji konkursowej (udzial w pracach komisji oceniajacej) w Konkursie
Biochemicznym — ogolnopolskim konkursie dla mlodziezy licealnej organizowanym przez
Katedr¢ Biochemii 1 Biotechnologii UMCS.

Moja aktywno$¢ popularyzatorska przejawiata si¢ glownie poprzez aktywne

zaangazowanie w nastepujace dzialania:

e Udzial w ,,Nocy Biologow” organizowanej na UMCS w latach 2013 - 2020
(corocznie) — przygotowanie i prowadzenie warsztatow dla mtodziezy odwiedzajace;j
Wydziatl Biologii i Biotechnologii.

e Udziat w akcji promocyjnej ,,Drzwi Otwarte” UMCS w latach 2007, 2010, 2018, 2019
— przygotowanie programu i prowadzenie warsztatow dla mlodziezy odwiedzajacej
Wydzial Biologii i Biotechnologii, przygotowanie stoiska Wydziatowego. W 2010
otrzymatam list gratulacyjny Dziekana Wydzialu za przygotowanie programu i
organizacje ,,Drzwi Otwartych” na Wydziale.

e W roku 2009 bratam udzial w przygotowaniach lubelskiej edycji warsztatow ,,DNA
Encyklopedia Zycia”.

e W 2015 roku uczestniczytam w przygotowaniu i przeprowadzeniu warsztatow dla
uczniow  Gimnazjow w  Bychawie, Ludwinie 1 Laziskach, w ramach
popularyzatorskiego projektu ,,Objazdowy Festiwal Nauki, czyli nauka bez barier”
85/UD/SKILLS/2015 przyznanego w konkursie ENGAGE finansowanego w ramach
programu SKILLS przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskie;j.

7. Inne informacje dotyczace Kariery zawodowej,
nieomdowione w punktach 4-5

Poza aktywnosciag naukowa omowiong w punkcie 4. i 5. niniejszego Autoreferatu,

przed uzyskaniem stopnia doktora bylam zaangazowana w realizacj¢ badan opisanych w

pracy:
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A21. Pawlik A.%, Janusz G., Koszerny J., Matek W., Rogalski J. (2012) Genetic diversity of
the edible mushroom Pleurotus sp. by Amplified Fragment Length Polymorphism. Current
Microbiology 65, 438-445.

B _ autor korespondencyjny

gdzie dokonatam zrdéznicowania genetycznego 21 szczepow Pleurotus sp. Uzyskane profile
AFLP okazaly si¢ by¢ charakterystyczne dla kazdego badanego organizmu 1 skutecznie
roéznicowaé szczepy Pleurotus. Zastosowanie metody srednich potgczen UPGMA pozwolito
na zgrupowanie badanych organizméw w dwa gltéwne klastry oraz wydzielenie niezaleznej
linii na obrzezach drzewa filogenetycznego zajmowanej przez $rodowiskowy szczep

Pleurotus sp.

Poza aktywnoscig naukowa omowiong w punkcie 4. i 5. niniejszego Autoreferatu, po
uzyskaniu stopnia doktora bylam zaangazowana, jako jeden z wykonawcoéw, w realizacj¢
dwoch projektow badawczych NCN. Pierwszy projekt pt. ,,Znaczenie lakazy Cerrena
unicolor w jej adaptacji do rozktadu kilku gatunkéw drewna i zmiennych warunkéw
srodowiska” (NCN, Opus 5, ID 2013/09/B/NZ9/01829) dotyczyt oceny istotnosci syntezy
lakazy dla grzyba Cerrena unicolor w jego adaptacji do rozktadu kilku gatunkow drewna oraz
zmiennych warunkow $rodowiska. Przeprowadzone analizy transkryptomu C. unicolor, w
ktorych bralam udzial, pozwolily wykaza¢, ze w bogatym zestawie enzymow jakie ten grzyb
wykorzystuje w degradacji ligniny pochodzacej z roznych gatunkow drewna, lakaza odgrywa
istotng rol¢ - ekspresja genu kodujacego jedna z izoform lakazy zwigkszala si¢ we wszystkich
wariantach hodowlanych, tj. w przypadku zastosowania trocin jesionu, klonu i brzozy.
Globalny poziom ekspresji genéw szczepu C. unicolor hodowanego na trocinach rdznit sig
znaczaco w porownaniu do podloza mineralnego. W transkryptomie badanego organizmu
zidentyfikowano transkrypty 294 gendéw kodujacych biatka potencjalnie zaangazowane w
rozktad drewna, a zmiany poziomu ekspresji 37 gendéw kodujacych hipotetyczne enzymy
rozktadajagce drewno byly bardzo duze (>4-krotne). Udowodniono, ze ekspresja
poszczegbdlnych izoform lakazy jest zrdznicowana w zalezno$ci od rodzaju rozktadanego
gatunku drzewa. Podczas wzrostu grzybni na kazdym rodzaju trocin, transkrypty genu
kodujacego jedna z izoform lakazy i dwoch genow oksydazy alkoholowej byly
syntetyzowane w znaczaco wiekszych ilosciach. Wykazano, ze C. unicolor do rozktadu
ligniny wykorzystuje takze enzymy pomocnicze, LDA. Przeprowadzone przez mnie analizy
poziomu ekspresji genéw kodujacych lakaze metoda qPCR wskazuja na transkrypcyjna

regulacje syntezy lakazy u C. unicolor. Natomiast oznaczenia aktywno$ci enzymu w
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potaczeniu z metodami elektroforezy PAGE 1D i 2D i technikg LC-MS/MS pozwolity
stwierdzié, ze regulacja syntezy lakazy odbywa si¢ rowniez na poziomie potranskrypcyjnym i
potranslacyjnym. Efektem realizacji projektu sg wyniki, ktore zostaly przedstawione w
wymienionych ponizej publikacjach eksperymentalnych i przedyskutowane w artykule

przegladowym:

A7. Pawlik A., Ciotek B., Sulej J., Mazur A., Grela P., Staszczak M., Niscior M., Jaszek M.,
Matuszewska A., Janusz G., Paszczynski A. (2021) Cerrena unicolor laccases, genes

expression and regulation of activity. Biomolecules 11(3), 468.

A9. Janusz G., Mazur A., Wielbo J., Koper P., Zebracki K., Pawlik A., Ciotek B.,
Paszczynski A., Kubik-Komar A. (2018) Comparative transcriptomic analysis of Cerrena
unicolor revealed differential expression of genes engaged in degradation of various kinds of
wood. Microbiological Research 207, 256-268.

Al0. Janusz G., Pawlik A., Sulej J., Swiderska-Burek U., Jarosz-Wilkolazka A., Paszczynski
A. (2017) Lignin degradation: microorganisms, enzymes involved, genomes analysis and
evolution. FEMS Microbiology Review 41(6), 941-962.

oraz 3 miedzynarodowych i 1 krajowym doniesieniu konferencyjnym.

W  ramach  projektu pt:. ,Ocena potencjalu  antyoksydacyjnego i
przeciwdrobnoustrojowego grzybowej dehydrogenazy celobiozowej jako sktadnika
opakowan aktywnych” (NCN, Sonata 9, ID 2015/17/D/NZ9/02066) zaangazowana bytam w
badania, ktorych celem bylo otrzymanie wysokoaktywnych preparatow enzymatycznych
dehydrogenazy celobiozowej produkowanych przez rézne gatunki grzybow rozktadajacych
drewno. Uzyskane wyniki opublikowano w pracy w czasopismie o zasiggu

mig¢dzynarodowym:

A22. Sulej J., Osinska-Jaroszuk M., Jaszek M., Graz M., Kutkowska J., Pawlik A., Chudzik
A., Bancerz R. (2019) Antimicrobial and antioxidative potential of free and immobilised
cellobiose dehydrogenase isolated from wood degrading fungi. Fungal Biology 123(12), 875-
886.

oraz w postaci 2 miedzynarodowych i 1 krajowym doniesieniu konferencyjnym. Czgsc¢
uzyskanych przez mnie wynikoéw przedstawiona zostata w formie prezentacji posterowej pt.:
,Immobilizacja dehydrogenazy celobiozowej na naturalnych polimerach do zastosowan

biomedycznych 1 farmaceutycznych” w ramach X Konferencji Mtodych Adeptow Fizjologii
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,,Homeostaza-mikrobiom-ksenobiotyki” w 2018 roku stala si¢ rowniez podstawg przyznanej

nagrody za najlepsza prezentacje plakatowa.

W roku 2016 opublikowana zostata praca, w ktorej zaprezentowatam cze$¢ wynikoéw
badan, ktore przeprowadzitam jeszcze w trakcie wykonywania doswiadczen do mojej pracy

doktorskiej pt.: ,,Lakazy bakteryjne”:

A23. Pawlik A.™, Wojcik M., Rutka 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.

International Journal of Biological Macromolecules 92, 138-147.
- autor korespondencyjny

W trakcie przeprowadzonych badan przesiewowych wyselekcjonowatam nowy
srodowiskowy szczep bakteryjny Sinorhizobium meliloti (Ensifer meliloti), ktory
syntetyzowat lakazg o wysokiej aktywnosci. W toku badan opracowatam metode¢ izolacji i
oczyszczania enzymu technikami chromatograficznymi. Szczegdlng uwage poswiecono
rowniez okresleniu podstawowych wlasciwosci fizyko-chemicznych i biochemicznych nowej
lakazy (m.in.. MW, pl, optima pH i temperatury, termo- i pH-stabilno$¢, Km, kcat).
Zbadatam wlasciwosci antyoksydacyjne enzymu bakteryjnego, co stanowito pierwsze takie
doniesienie w literaturze. Ocena podstawowych parametrow Kkatalitycznych wykazata
znaczny potencjal biodegradacyjny lakazy S. meliloti. Dokonatam réwniez identyfikacii,
klonowania i sekwencjonowania genu lacc S. meliloti, ktory wykazat cechy charakterystyczne
dla genéw innych lakaz. W toku prowadzonych badan do pracy doktorskiej
zoptymalizowatam synteze¢ enzymu w warunkach hodowli wytrzasanych, co pozwolito na
uzyskanie wysokoaktywnego preparatu lakazy o pochodzeniu prokariotycznym. Powyzsze
badania w duzej czgsci byly realizowane dzigki srodkom finansowym przyznanym w ramach
2 konkurséw wewnetrznych UMCS na projekty badawcze dla mtodych naukowcoéw w roku
2011 i 2012, ktorych bylam kierownikiem. Wyniki przeprowadzonych analiz zostaty
zaprezentowane w postaci 5 krajowych i 3 miedzynarodowych doniesien konferencyjnych

oraz 1 prezentacji ustnej (wyklad na zaproszenie).

Uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej wyniki dotyczace charakterystyki
lakazy bakteryjnej S. meliloti okazaty si¢ na tyle obiecujgce w kontekscie potencjalnych
zastosowan biotechnologicznych enzymu, ze badania te kontynuowatam w ramach 1

projektu wewnetrznego UMCS przyznanego w ramach konkursu na projekty badawcze dla
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mtodych naukowcow w roku 2015 oraz dziatania naukowego NCN Miniatura 1 w 2017 roku
pt.. ,Ocena potencjalu bioremediacyjnego lakazy Sinorhizobium meliloti” ID
2017/01/X/NZ9/00819, ktérego bylam kierownikiem. Celem prowadzonych badan byta
wstepna ocena zdolno$ci lakazy S. meliloti do degradacji/transformacji zwigzkéw
aromatycznych i ich pochodnych, co pozwolito mi na okreslenie mozliwo$ci wykorzystania
tego enzymu do celéw biotechnologicznych. Zrealizowane przez mnie zadanie badawcze
obejmowato okreslenie wiasciwosci katalitycznych lakazy w stosunku do wybranych
zwigzkow aromatycznych tj. bisfenolu A, antracenu i diklofenaku. Wyniki realizowanych
badan zaprezentowatam w postaci prezentacji posterowej pt.: ,,Oxidation of bisphenol A by
laccase from Gram-negative bacterium Sinorhizobium meliloti” na mig¢dzynarodowej
konferencji naukowej Oxizymes w Belfascie, Irlandia Potnocna (wyniki przygotowane do
publikacji). Badania wstepne stanowigce podstawe przygotowanego projektu dotyczace

wlasciwosci 1 budowy enzymu byty rowniez podstawg publikacji:

A8. Janusz G., Pawlik A., Swiderska-Burek U., Polak J., Sulej J., Jarosz-Wilkotazka A.,
Paszczynski A. (2020) Laccase properties, physiological functions, and evolution.

International Journal of Molecular Sciences 21(3), 966.

Szczepy glebowych bakterii (rizobiow) staly si¢ roéwniez przedmiotem mojej
wspolpracy z pracownikami Katedry Genetyki i Mikrobiologii UMCS. W ramach badan
okreslitam przynalezno$¢ gatunkowag Srodowiskowych szczepdéw Ensifer sp. poprzez
sekwencjonowanie genu 16S rDNA, recA, atpD and nodC. Zbadano roéwniez ich wydajnos¢
symbiotyczna, zrdznicowanie genetyczne oraz profil metaboliczny wybranych szczepow.
Wykazano mozliwos¢ ich zastosowania jako efektywnego sktadnika bionawozu dla roslin

bobowatych. Wyniki tych badan opublikowano w pracy:

A24. Marek-Kozaczuk, M., Wielbo, J., Pawlik, A., Skorupska, A. (2014) Nodulation
competitiveness of Ensifer meliloti Alfalfa nodule isolates and their potential for application

as inoculants. Polish Journal of Microbiology 63(4), 375-386.

Poza wspoélpracg naukows zwigzang z wykonywaniem zadan badawczych w ramach
oméwionych powyzej projektow, wraz z pracownikami Katedry Mikrobiologii
Srodowiskowej i Przemystowej, zaangazowana bytam w powstanie ponizszej publikacji:
A25. Jaroszuk-Sciset J., Tyskiewicz R., Nowak A., Ozimek E., Majewska M., Hanaka A.,
Tyskiewicz K., Pawlik A., Janusz G. (2019) Phytohormones (Auxin, gibberellin) and ACC

deaminase in vitro synthesized by the mycoparasitic Trichoderma DEMTKZ3AO0 strain and
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changes in the level of auxin and plant resistance markers in wheat seedlings inoculated with
this strain conidia. International Journal of Molecular Sciences 20(19), 4923.

ktora dotyczyta charakterystyki nowego srodowiskowego szczepu Trichoderma zdolnego do
produkcji fitohormonéw (auksyny i gibereliny) i deaminazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-
karboksylowego (ACC). W toku badan dokonatam identyfikacji molekularnej szczepu
Trichoderma DEMTKZ3AO0 i przeprowadzitam jego analize filogenetyczng. Wykazano
antagonistyczny wpltyw szczepu DEMTKZ3A0 na grzyby patogeniczne z rodzaju Fusarium i
zdolnos¢ do syntezy enzymow chityno- i glukanolitycznych. Miato to pozytywny wptyw na
wzrost roslin, regulacje wydzielania hormonow roslinnych i w efekcie na wzrost zdolnosci
obronnych przed fuzariozami. Udowodniono, ze fitopatogeniczne szczepy grzybow Fusarium
spp. stanowig dobry uktad modelowy do badan poréwnawczych interakcji  grzybow
Trichoderma z gospodarzem roslinnym. Wynikiem powyzszej wspOlpracy sa rowniez 2

krajowe doniesienia konferencyjne.
W 2016 opublikowana zostata praca:

A26. Czemierska M., Szcze$ A., Pawlik A., Wiater A., Jarosz-Wilkotazka A. (2016)
Production and characterisation of exopolymer from Rhodococcus opacus. Biochemical
Engineering Journal 112, 143-152.

w  ktorej wykazano wlasciwosci bioflokulacyjne 10 szczepow bakterii z grupy
promieniowcoéw. W ramach realizacji badan dokonano identyfikacji genetycznej badanych
mikroorganizmoéw oraz oczyszczono, scharakteryzowano wilasciwosci 1 okreslono sklad
egzopolimeru produkowanego przez R. opacus. Udowodniono, ze zewngtrzkomorkowy
zwigzek polimeryczny syntetyzowany przez badany szczep wykazuje ciekawe wlasciwosci
flokulacyjne w stosunku do kationéw metali, co predysponuje go do zastosowania jako
naturalnego flokulanta do usuwania zanieczyszczen $rodowiska metalami cigzkimi oraz

oczyszczania §ciekow.

Omowione powyzej publikacje powstale w ramach wspdlpracy z naukowcami z
Katedry Biochemii i Biotechnologii, Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej i
Katedry Genetyki i Mikrobiologii oraz Katedry Botaniki, Mykologii i Ekologii UMCS byty
podstawa kilku wnioskéw 0 nagrode zespotowa J.M. Rektora UMCS.

Do przyznanych nagréd naleza:

2021 — nagroda zespotowa J.M. Rektora UMCS za wyrdzniajacg si¢ prace naukows, a w

szczegblnosci za wysoko punktowany artykul naukowy opublikowany w 2020 r.,
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2020 — nagroda zespotowa J.M. Rektora UMCS za wyrdzniajacg si¢ prace naukowsa, a w
szczegolnosci za wysoko punktowany artykut naukowy opublikowany w 2020 r.,

2020 — nagroda zespotowa J.M. Rektora UMCS za wyrdzniajacg si¢ prace naukowg, a w
szczegblnosci za wysoko punktowany artykut naukowy opublikowany w okresie od stycznia
2020 r. do 31 marca 2020 r.,

2019 - nagroda zespolowa J.M. Rektora UMCS za wyrdzniajaca si¢ pracg¢ naukowg, a w
szczegblnosci za wysoko punktowany artykul naukowy opublikowany w okresie od 1
pazdziernika 2019 r. do 31 grudnia 2019 1.,

2018 - nagroda zespotowa III stopnia J.M. Rektora UMCS za wyr6zniajaca si¢ prace
naukows, a w szczegdlnosci za cykl artykuléw naukowych,

2017 — list gratulacyjny J.M. Rektora UMCS w uznaniu dorobku naukowego na rzecz UMCS,
2016 — list gratulacyjny Dziekana Wydzialu za wyr6zniajaca si¢ prace naukowa,

2014 - nagroda zespotowa III stopnia J.M. Rektora UMCS.

Moja praca naukowa zostata rowniez doceniona i uhonorowana przez Prezydenta RP

przyznanym mi w 2017 roku ,,Medalem Brazowym za Dlugoletnig Stuzbe”.
Do innych przyznanych mi nagrod zwigzanych z dziatalnoscig naukowa naleza:

2021 — wyréznienie za prezentacje plakatowa (ustne wystgpienie) za prace pt.: ,,Analiza
profilu ekspresji gend6w zaangazowanych we wzrost 1 rozw0j grzyba bialej zgnilizny drewna
Cerrena unicolor w trakcie hodowli w roznych warunkach o$wietlenia” w ramach V

Ogolnopolskiego Sympozjum Mikrobiologicznego ,,Metagenomy Roznych Srodowisk”,

2018 - nagroda za najlepsza prezentacje plakatowa w sesji Ksenobiotyki i substancje
pochodzenia naturalnego jako czynniki modulujace funkcjonowanie organizmu za prace pt.:
,Immobilizacja dehydrogenazy celobiozowej na naturalnych polimerach do zastosowan
biomedycznych i farmaceutycznych” w ramach X Konferencji Mtodych Adeptow Fizjologii

,,Homeostaza-mikrobiom-ksenobiotyki”,

2012 - stypendium doktorskie (1,5 roku) przyznane w ramach projektu ,,Stypendia
Naukowe dla Doktorantow II” realizowanego przez Departament Gospodarki i1 Innowacji

Urzedu Marszatkowskiego Wojewddztwa Lubelskiego w Lublinie.

Ponadto jestem wspotautorem w sumie 106 sekwencji nukleotydowych zgloszonych

do bazy GenBank National Center for Biotechnology Information (NCBI).

W ramach podnoszenia swoich kwalifikacji zawodowych ukonczytam nastepujgce

studia podyplomowe:
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2012 - , Menedzer projektow badawczych”, WSEI, Lublin (2 semestry),

2010 - ,Public Relations w badaniach naukowych”, Polska Fundacja Osrodkow
Wspomagania Rozwoju Gospodarczego OIC Poland, Lublin (2 semestry),

2009 - ,Zarzadzanie projektami badawczymi i pracami rozwojowymi”, WSEI, Lublin (2
semestry),

2007 - ,,Biologia Molekularna”, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakow (2 semestry)

oraz odbytam szkolenia i seminaria zawodowe:

2019 - ,,Optimize your RNA workflow - hints and pitfalls of RT-qPCR” organizowane przez
Promega Poland, Lublin,

2019 — ,,Innowacyjne rozwigzania do hodowli komoérek ssaczych” organizowane przez Merck
Sp. z 0.0., Lublin,

2017 — ,,Analiza obrazu w mikroskopii” orgaznizowane przez OLYMPUS Polska, Lublin,
2014 - ,Wykorzystanie MS Project 2013 Professional w zarzadzaniu inicjatywami
strategicznymi UMCS” organizowane przez Softronic, Lublin,

2013 -, Praktyczne aspekty wyceny technologii” zorganizowane przez Eco Invest, Krakdw,
2012 - ,,Semiconductor sequencing from Megabases to Gigabases: technology, applications
and context” organizowane przez Life Technologies Polska, Krakow,

2012 - ,Komercjalizacja wiedzy” organizowany przez Urzad Marszatkowski Woj.
Lubelskiego oraz GetBEST, Lublin

2012 - ,,Basic real-time PCR traininig”, szkolenie organizowane przez Applied Biosystems,
Warszawa,

2011 - ,9th Poznan Summer School of Bioinformatics”, kurs organizowany przez
Uniwersytet Adama Mickiewicza w Poznaniu, Poznan

2011 - ,,Uczelnie i biznes — wspoipraca gwarancja sukcesu” organizowane przez Centrum
Innowacji i Transferu Technologii LPNT, Lublin

2010 - ,Nauka stymulatorem rozwoju gospodarki”, szkolenie organizowane przez CITT
LPNT Sp. z 0.0, Lublin

2010 - szkolenie z zakresu zakladania i zarzadzania firmami typu spin off ,,Przedsigbiorczy
Uniwersytet” realizowane przez Polska Fundacje Osrodkow Wspomagania Rozwoju
Gospodarczego OIC Poland, Nateczow

2009 - ,,DNA Sequencing School” realizowane przez Applied Biosystems, Warszawa,
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2008 - ,,Ochrona wiasnosci intelektualnej i przemystowej oraz komercjalizacja wynikéw

badan naukowych” realizowanym przez LPNT Sp. z 0.0., Lublin.

Moje przyszte plany naukowe zwigzane sa z kontynuacjg obecnie realizowanych
nurtow badawczych dotyczgcych:
* wplywu $wiatla na metabolizm grzybéw oraz mozliwosci wykorzystania regulacji
metabolizmu tych organizméw przez $wiatlo do zwiekszania wydajnosci syntezy
enzymow istotnych w biotechnologii,

e biotechnologicznych zastosowan lakazy bakteryjne;.

(podpis wnioskodawcy)
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