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1. Imie i nazwisko: Sylwia Rézalska
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

19 czerwca 1997 r. — tytut magistra biologii, w zakresie mikrobiologii, Uniwersytet
tédzki, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska), tytut pracy: ,Mikrobiologiczna
degradacja zwigzkéw ropopochodnych w obecnosci metali

ciezkich”. Promotor: prof. dr hab. Jerzy Dtugonski.

16 grudnia 2003 r. —  stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii
nadany uchwalg Rady Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska  Uniwersytetu  todzkiego; tytut  rozprawy
doktorskiej ,Drozdze rozszczepkowe Schizosaccharomyces
pombe jako model w badaniu detoksykacji androgenéw”

Promotor: prof. dr hab. Jerzy Dtugonski.
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

01.10. 1997 r. — 31. 01. 2004 — asystent w Katedrze Mikrobiologii
Przemystowej i Biotechnologii, Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tédzkiego.

01.02.2004 r. — do chwili obecnej — adiunkt w Katedrze Mikrobiologii Przemystowe;j i
Biotechnologii Wydziatu Biologii i Ochrony

Srodowiska Uniwersytetu t.édzkiego
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4. Osiaggniecie naukowe wynikajace z art.16, ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003

r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm.):
A) Tytul osiagniecia naukowego:

Osiggnieciem jest cykl 5 publikacji naukowych zatytutowany: ,Wykorzystanie
grzybéw  entomopatogennych z  rodzaju  Metarhizium do  degradacji

ksenoestrogenéw”
B) Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego:

1. Roézalska S., Pawtowska J., Wrzosek M., Tkaczuk C., Dtugonski J. (2013).
Utilization of 4-n-nonylphenol by Metarhizium sp. isolates. Acta Biochimica Polonica,
60(4): 677-682.

MNiSWoy013 = 15, IF2013 = 1,389 (Indeks cytowan WoS 7)

Wkiad habilitantki 60%, opracowanie koncepcji pracy, przygotowanie planu
eksperymentow, udziat w wykonaniu eksperymentéw, opracowanie i interpretacja

wynikow, przygotowanie manuskryptu.

2. Rézalska S., Glinska S., Dtugonski J. (2014). Metarhizium robertsii
morphological flexibility during nonylphenol removal. International Biodeterioration
and Biodegradation. 95: 285-293.

MNiSW2014 = 30, |F2014 = 2,131 (Indeks cytowar'\ WoS 4)
Wkiad habilitantki 75%, opracowanie koncepciji pracy, zaprojektowanie i wykonanie

wiekszoSci pracy eksperymentalnej, opracowanie i interpretacja wynikow,

przygotowanie manuskryptu.

3. Rézalska S., Sobon A., Pawtowska J., Wrzosek M., Dtugonski J. (2015).
Biodegradation of nonylphenol by a novel entomopathogenic Metarhizium robertsii

strain. Bioresource Technology. 191: 166-172.

MNiSW2015 =45, IF014 = 4,494 (Indeks cytowar'\ WoS 4)
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Wktad habilitantki 60%, opracowanie koncepcji pracy, zaprojektowanie i wykonanie
wiekszosci pracy eksperymentalnej, opracowanie i interpretacja wynikow,

przygotowanie manuskryptu.

4. Rézalska S., Bernat P., Michnicki P., Dftugonski J. (2015). Fungal
transformation of 17a-ethinylestradiol in the presence of various concentrations of

sodium chloride. International Biodeterioration and Biodegradation. 103: 77-84.

MNiSWzols = 30, |F2014 = 2,131 (Indeks cytowar'l WoS 1)

Wktad habilitantki 65%, opracowanie koncepcji pracy, wiodgcy udziat w wykonaniu
pracy eksperymentalnej, opracowanie i interpretacjia wynikow, przygotowanie

manuskryptu.

5. Rézalska S., Soliwoda K., Dtugonski J. (2016). Synthesis of silver
nanoparticles from Metarhizium robertsii waste biomass extract after nonylphenol
degradation and their antimicrobial and catalytic potential. RSC Advances. 6: 21475-
21485.

MNiSWo15 = 35, IF2014 = 3,840 (Indeks cytowan WoS 0)

Wkiad habilitantki 75%, opracowanie koncepcji pracy, zaprojektowanie pracy
eksperymentalnej, wykonanie wiekszosci pracy eksperymentalnej, opracowanie i

interpretacja wynikow oraz przygotowanie manuskryptu.

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia = 13,985

taczna liczba punktéw MNiSW =155

IF i punkty MNiSW podano wedtug danych z roku publikacji. Dla publikacji z lat 2015-2016 IF podano
z 2014 r., natomiast punkty MNiSW za 2015 r.
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C) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z

omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Cytowania prac naukowych, stanowigcych osiggniecie podane sg wg numeracji publikacji

zastosowanej w pkt. 4B niniejszego zatgcznika. Pozostate cytowania umieszczono w przypisach.

WPROWADZENIE

Zwigzki zaburzajgce gospodarke hormonalng organizmu (ang. Endocrine
Disrupting Compounds, EDCs) sg to substancje naturalne lub syntetyczne, ktore
dzieki strukturalnemu podobienstwu oraz zdolnosci wigzania sie z receptorami
hormonalnymi w komoérce, mogg zaburzac¢ funkcjonowanie uktadu endokrynnego u
ludzi i zwierzat®. Lista zwigzkéw zaliczanych do EDCs kazdego roku powieksza sig i
znajdujg sie na niej roéznorodne substancje chemiczne m.in. pestycydy, srodki
farmaceutyczne oraz zwigzki chemiczne powszechnie stosowane w przemysle.
Szczegdlnie niebezpieczng grupe EDCs stanowig ksenoestrogeny, czyli substancje
obce wykazujgce aktywnos¢ estrogenng. Do grupy tej zaliczamy miedzy innymi
alkilofenole (np. nonylofenol, oktylofenol) oraz syntetyczne estrogeny (np. 17a-
etynyloestradiol - EE2). Alkilofenole sg wykorzystywane na masowg skale przy
produkcji detergentéw uzywanych m.in. w gospodarstwach domowych, natomiast
EE2 jest powszechnie stosowany jako sktadnik doustnych  Srodkow
antykoncepcyjnych, a takze srodkéw uzywanych w hormonalnej terapii zastepczej
podczas menopauzy. Zwigzki te przedostajg sie do srodowiska wraz ze sciekami
komunalnymi, gdzie stwarzajg istotne zagrozenie dla zdrowia i Zzycia wielu
organizméw ze wzgledu na swojg toksyczno$é¢ oraz wiasciwosci endokrynne?. W
ostatnich latach, wraz z rozwojem technik analitycznych, wzrosto wykrywanie tych
substancji w srodowisku naturalnym, natomiast czynniki i mechanizmy regulujgce

przebieg rozktadu tych zwigzkéw z udziatem drobnoustrojéw w dalszym ciggu sag

! Singleton D., Khan S. (2003). Xenoestrogen exposure and mechanisms of endocrine disruption.
Front Biosci. 8: 110-8.

% Paterakis N., Chiu T., Koh Y., Lester J., McAdam E., Scrimshaw M., Soares A., Cartmell E. (2012).
The effectiveness of anaerobic digestion in removing estrogens and nonylphenol ethoxylates. J
Hazard Mater.;199-200:88-95.
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stosunkowo stabo poznane®. Ksenobiotyki te charakteryzujg sie do$é wysoka
opornoscig na procesy degradacyjne, ktéra czesto wzrasta w obecnosci innych
zanieczyszczen zaréwno organicznych, jak i nieorganicznych np. chlorku sodu®.
Chociaz do niedawna uwazano, ze Kksenoestrogeny to zwigzKi
zanieczyszczajgce gtownie wody powierzchniowe, wykazano takze ich wystepowanie
w glebach, do ktorych przedostajg sie miedzy innymi podczas nawozenia osadami
$ciekowymi®. EDCs wprowadzane do gleby mogg byé eliminowane przez obecne
tam mikroorganizmy. Liczne gatunki drobnoustrojéw glebowych, w tym grzybdéw,
mogg transformowac lub degradowac toksyczne zanieczyszczenia, co moze by¢
wyrazem ich strategii adaptacyjnej do zmieniajacych sie warunkéw $rodowiskowych®.
Grzybami  strzepkowymi  powszechnie  obecnymi w glebach s3
entomopatogeny zaliczane do rodzaju Metarhizium. Odgrywajg one istotng role w
naturalnych ekosystemach jako czynniki kontrolujgce populacje stawonogdéw.
Szacuje sie, ze liczba zarodnikéw Metarhizium sp. moze wynosi¢ nawet 1 x 10° w 1
gramie gleby’. Mimo, ze stosunkowo dobrze poznano wiaéciwosci chorobotwércze
tych grzybow oraz mechanizmy regulujgce przebieg patogenezy u owaddw, istniejg
tylko nieliczne doniesienia w literaturze naukowej dotyczgce wptywu toksycznych
zanieczyszczen obecnych w glebie (w tym ksenobiotykédw) na grzyby
entomopatogenne. Ograniczone sg takze dane dotyczgce zdolnosci adaptacyjnych

tej grupy drobnoustrojow do niekorzystnych warunkéw srodowiskowych.
CEL NAUKOWY | ZNACZENIE PROWADZONYCH BADAN

Pomimo wprowadzenia ograniczen w stosowaniu i produkcji nonylofenoli®, jak
rowniez zwiekszenia sie Swiadomosci spoteczenstwa dotyczgcej niekorzystnych

skutkéw stosowania EE2, ich ilo§¢ w srodowisku stale utrzymuje sie na wysokim

% Krupinski M., Diugonski J. (2011). Biodegradacja nonylofenoli przez wybrane drobnoustroje. Postepy
Mikrobiologii. 50: 313-319.

* Robinson B., Hellou J. (2009). Biodegradation of endocrine disrupting compounds in harbour
seawater and sediments. Sci. Total Environ. 407: 5713-5718.

® Brown S., Devin-Clarke D., Doubrava M., O'Conno G. (2009). Fate of 4-nonylphenol in a biosolids
amended soil. Chemosphere 75, 549-554.

® Jeon C., Madsen E. (2012). In situ microbial metabolism of aromatic hydrocarbon environmental
Pollutants. Curr. Opin. Biotechnol. 24: 1-8.

Milner R. (1992). Selection and characterization of strains of Metarhizium anisopliae for control of soil
insects in Australia. In: Biological Control of Locusts and Grasshoppers. Lomer C.J., Prior C eds, pp
200-207. CAB International, Wallingford.
® Directive 2000/60/EC of the European Parliament and of the Council establishing a framework for the
Community action in the field of water policy.
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poziomie. W zwigzku z tym, niezwykle wazne jest zbadanie mozliwosci usuwania
ksenoestrogendw przez szczepy drobnoustrojow izolowane ze srodowiska. Badania
zawarte w prezentowanym osiggnieciu miaty na celu wyjasnienie czy grzyby
entomopatogenne z rodzaju Metarhizium sg zdolne do eliminacji EDCs, czy i w jaki
sposb6b, przebiega proces degradacji oraz czy ksenoestrogeny wywierajg
niekorzystny wptyw na te drobnoustroje. Dodatkowo, zaproponowatam nowatorski
sposob wykorzystania grzybni odpadowej pozostatej po zakonczonym procesie

biodegradacji do produkcji nanoczgstek.

Dzieki nawigzanej wspotpracy z Zaktadem Filogenetyki Molekularnej i Ewoluciji
Uniwersytetu Warszawskiego, jak rowniez z Zaktadem Ochrony i Hodowli Roslin
Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcach, udato mi sie zgromadzi¢
osiem szczepow grzybow strzepkowych, ktére na podstawie wstepnej charakterystyki
morfologicznej zaklasyfikowano do rodzaju Metarhizium [1]. Dzieki przeprowadzonej
identyfikacji molekularnej z zastosowaniem pieciu markeréw genetycznych (ITS,
TEF, MzIGS3, MzIGS5, MzFg543)°, uzyskano 37 nowych sekwencji (umieszczonych
w GeneBank). Na podstawie analizy drzewa filogenetycznego wykazano, ze sze$¢
sposrod pozyskanych szczepdw nalezato do gatunku M. robertsii, a pozostate dwa to
szczepy M. lepidiotae oraz M. brunneum. W pracy potwierdzono réwniez
patogenicznos$¢ wszystkich wyizolowanych szczepéw w stosunku do larw barciaka
wiekszego (Galleria mellonella).

W dalszych badaniach skoncentrowatam sie na oznaczeniu zdolnosci
degradacyjnych pozyskanych grzybow strzepkowych. W pracy zastosowatam
nierozgateziony izomer nonylofenolu (4-n-NP) dodawany w wyjsciowej ilosci 50 mg/l.
Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze wszystkie badane szczepy
Metarhizium sp. byly zdolne do usuwania ksenobiotyku ze srodowiska wzrostu.
Szczepy M. robertsii, charakteryzowaty sie bardzo wysokg wydajnoscig eliminacji
tego toksycznego ksenobiotyku i po 24h inkubacji w ekstraktach pohodowlanych
stwierdzono zaledwie od 6 do 24% substratu (w zaleznosci od szczepu). Uzyty do
badan szczep, zidentyfikowany jako M. brunneum, charakteryzowat sie

poréwnywalng zdolnoscig do usuwana nonylofenolu do M. robertsii, podczas gdy M.

° Kepler R., Rehner S. (2013). Genome-assisted development of nuclear intergenic sequence markers
for entomopathogenic fungi of the Metarhizium anisopliae species complex. Mol. Ecol. Resour. 13:
210-217.
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lepidiotae byt najmniej wydajny, az okoto 40% substratu pozostawato w podtozu
wzrostowym po zakonczeniu inkubacji.

W celu wyjasnienia, czy w badanych uktadach eliminacja 4-n-NP nie jest
ograniczona jedynie do wigzania ksenobiotyku z grzybnig, przeprowadzitam
derywatyzacje BSFTA [N,O-bis-(trimetylosililo)trifluoroacetamid] i analize technikg
chromatografii gazowej sprzezonej z detekcjg mas (GC-MS). Poniewaz wiekszos¢
metabolitow byta produkowana w niewielkich ilosciach skoncentrowatam sie na
trzech pochodnych: kwasie  4-hydroksyfenylopentanowym, kwasie  4-
hydroksyfenylooctowm oraz kwasie 4-hydroksybenzoesowym. Z danych
literaturowych wynika, Zze pierwszy z metabolitow jest tworzony na poczgtkowym
etapie, drugi na srodkowym, natomiast trzeci na ostatnim etapie degradacji
(bezposrednio przed rozerwaniem pierscienia aromatycznego). Uzyskane dane byty
zbiezne z otrzymanymi wynikami eliminacji nonylofenlu dla poszczegdéinych
szczepow. Najwieksza ilos¢ kwasu 4-hydroksyfenylopentanowego zostata wykryta u
M. lepidiotae, ktéry nie tylko charakteryzowat sie najnizszg zdolnoscig do degradacii
ksenobiotyku sposrod badanych szczepdw, ale takze najnizszg patogennoscig w
stosunku do larw owadow. Najwieksza ilos¢ kwasu 4-hydroksybenzoesowego zostata
stwierdzona w hodowlach M. robertsii, co wynika z zaobserwowanej wczes$niej
wydajnej degradacji badanego substratu - nonylofenolu. Potwierdzenie zdolnosci
degradacyjnych wyizolowanych szczepow Metarhizium sp. pozwala przypuszczac,
ze drobnoustroje te mogg bra¢ udziat w usuwaniu ksenobiotykow w srodowisku
naturalnym.

Badania przeprowadzone w pracy [1] jednoznacznie wykazaty, ze
Metarhizium sp., sg zdolne do biodegradacji nonylofenolu. Zaobserwowana
dynamika usuwania tego ksenobiotyku stanowifa takze przestanke do wykorzystania
tych szczepow grzybowych jako modelu badawczego w badaniach degradacji
nonylofenolu. Jednak niezbedne jest oznaczenie wptywu wysokich stezen tego EDCs
na Metarhizium sp. jak rowniez okre$lenie mechanizméw warunkujgcych

przezywanie tych grzybow w wysokich stezeniach tego zwigzku.

Majgc na uwadze powyzsze spostrzezenia, w kolejnej pracy zbadatam wptyw
nonylofenoli na morfologie M. robertsii (szczep IM6511) [2]. Dane literaturowe

wskazujg, ze nonylofenol jest zwigzkiem silnie toksycznym w stosunku do
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organizméw zywych’®. W badaniach zastosowatam zaréwno pojedynczy izomer 4-n-
NP, jak i techniczny nonylofenol (stanowigcy mieszanine kilkudziesieciu izomerdow).
Wstepne badania wykazaty, ze M. robertsii jest zdolny do wzrostu w obecnosci
nonylofenoli az do stezenia 100 mg/l, jednak wysoka zawartos¢ substratu w hodowli
sprzyjata spowolnieniu przyrostu biomasy w stosunku do uktadéw bez dodatku
ksenobiotyku. Analiza ilosciowa wykonana technikg chromatografii gazowej
sprzezonej z detekcja mas wykazata, Zze badane izomery nonylofenolu byty
eliminowane ze $rodowiska wzrostu juz od pierwszej doby inkubacji (z rézng
wydajnoscig, zalezng od rodzaju i ilosci poczgtkowej substratu) i usuwane w czasie 7
dni.

Korzystajgc z oprogramowania AxioVision (Zeiss) oraz Mikroskopu Axiovert
200M (Zeiss) opracowatam metode automatycznej analizy obrazu umozliwiajgcg nie
tylko oznaczenie rodzaju form morfologicznych (peletek lub zbitych strzepek), ale
takze pomiary wielkosci czy kolistoSci peletek oraz automatyczne wyodrebnienie
czesci zbitej peletki (tzw. jgdra peletki). Zarowno wielkos¢, jaki i stosunek pola
powierzchni jgdra do catej powierzchni rzutu peletki, sg waznymi parametrami
morfologicznymi grzybow (stopiehh upakowania peletek, ich struktura, wtasciwosci
powierzchniowe), ktore mogg wptywac na szybko$¢ i wydajnos¢ procesu degradacii.
Przeprowadzone przeze mnie analizy udowodnity, ze grzyb ten w obecnosci
ksenobiotykéw rosnie w formie matych, zwartych, gesto upakowanych peletek, ktore
dominowaty w czasie intensywnego usuwania substratu z hodowli. Podczas
degradacji, zmiany te stopniowo zanikaty, a po usunieciu nonylofenolu z hodowli,
peletki nie réznity sie istotnie od kontrolnych. Réwnie waznym osiggnieciem byto
wykazanie, ze obserwacje morfologii peletek pozwalajg monitorowac¢ przebieg
procesu utylizacji nonylofenoli.

Prowadzgc badania morfologii peletek, zainteresowatam sie tez stanem
fizjologicznym komorek, jak réwniez ewentualnymi zmianami w zachodzgcymi w
morfologii strzepek. W tym celu opracowatam metode oznaczania zywotnosci grzybni
M. robertsii przy uzyciu dioctanu fluoresceiny i czytnika fluorescencyjnego.
Wykazatam, ze w przypadku préb z dodatkiem nonylofenoli, aktywno$¢ metaboliczna

peletek jest skorelowana z wynikami ich pomiaréw morfologicznych. Otrzymany

% Soares A., Guieysse B., Jefferson B., Cartmell E. & Lester J. N. (2008). Nonylphenol in the
environment: a critical review on occurrence, fate, toxicity and treatment in wastewaters. Environ. Int.
34: 1033-1049.
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wynik zainspirowat mnie do okreslenia zmian adaptacyjnych w morfologii
wewngtrzkomorkowej M. robertsii. Dzieki nawigzanej wspotpracy z Laboratorium
Mikroskopii Elektronowej UL wykonatam badania ultrastruktury strzepek M. robertsii,
a do najbardziej istotnych, zaobserwowanych zmian, zaliczam wystepowanie
mitochondriow o odmiennej morfologii i zmian w strukturze $ciany komdrkowej.
Stwierdzitam, ze zaobserwowane zgrubienie i rozwarstwienie sciany komérkowej M.
robertsii, inkubowanych w obecnosci nonylofenolu, jest zwigzane z odpowiedzig
grzyba na niekorzystne warunki srodowiskowe. Aby doktadnie okresli¢ charakter tych
zmian, przeprowadzitam oznaczenia ilosciowe skladu $ciany komorkowej, B-
glukanow i chityny, korzystajgc miedzy innymi z techniki tandemowej spektrometrii
mas sprzezonej z chromatografia cieczowg (LC-MS/MS). Wykazatam, ze
obserwowanym zmianom w grubosci sciany komdrkowej towarzyszg takze zmiany w
proporcji B-glukanéw do chityny, a takze zmniejszenie iloéci tych komponentow w
probach, w ktorych wykazano rozwarstwienie Sciany. Badania te rozszerzytam o
oznaczenia obecnosci nonylofenoli w $cianie komérkowej technikg chromatografii
gazowej sprzezonej z detekcjg mas (GC-MS). Umozliwito mi to stwierdzenie
obecnosci ksenobiotyku w $cianie komorkowej M. robertsii, ktéry wystepowat w duzej
ilosci w prébach, w ktérych obserwowano rozwarstwienie $ciany komorkowe.

Wyniki przedstawione w tej pracy pozwolity mi stwierdzi¢, ze zaobserwowane
zmiany w morfologii peletek (inkubowanych w obecnosci badanych ksenobiotykdow)
sg powigzane z ich obnizong aktywnosScig metaboliczng, jak rowniez sg wynikiem
zmian w ultrastrukturze strzepek | sktadzie $ciany komdrkowej. Obserwacije
mikroskopowe i pomiary wielkoSci peletek M. robertsii pozwalajg monitorowac
przebieg procesu degradacji. Jednak, aby moéc w petni kontrolowac¢ ten proces

niezbedne jest opisanie szlaku degradaciji.

W zwigzku z tym, w kolejnej pracy przeprowadzitam badania zmierzajgce do
oznaczenia pochodnych rozktadu 4-n-NP powstajgcych w czasie degradaciji przez M.
robertsii [3]. W pracy zastosowatam nowo wyizolowany szczep M. robertsii IM6519,
ktory wykazywat zdolnos¢ do wzrostu w obecnosci 4-n-NP w stezeniu 10, 20 i 40
mg/l, a wyznaczony, na podstawie otrzymanych wynikéw, specyficzny wspoétczynnik
wzrostu p nie roznit sie znaczgco pomiedzy badanymi prébami z dodatkiem
ksenobiotyku a prébg biotyczng (bez dodatku nonylofenolu). Obserwacja ta skfonita

mnie do sprawdzenia zdolnosci M. robertsii IM6519 do usuwania tego EDCs. Analizy

9
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ilosciowe wykonane technikg GC-MS wykazaty, ze szczep ten usuwat, juz w czasie
pierwszej doby inkubacji, 95% 4-n-NP dodanego w stezeniu poczgtkowym 10 i 20
mg/l oraz 85% tego zwigzku dodanego w stezeniu poczgtkowym 40 mg/l. Po 48h
inkubacji stwierdzono obecnos¢ jedynie sladowych ilosci 4-n-NP we wszystkich
prébach pohodowlanych.

Réwnolegle wykonatam analize jakosciowg, zmierzajgcg do oznaczenia
pochodnych rozktadu badanego ksenobiotyku, wykorzystujgc opisang przeze mnie
we wczesniejszej pracy [1] metode derywatyzacji chemicznej oraz technike GC-MS.
Dzieki przeprowadzonej analizie otrzymanych widm masowych, mozliwe byto
wykazanie az 34 produktéw degradacji 4-n-NP. Jak do tej pory, identyfikowano
zaledwie kilka- kilkanascie pochodnych i na ich podstawie tworzono szlaki
degradacji*'. Niektére z oznaczonych w pracy [3] metabolitéw nie byty do tej pory
opisywane jako produkty degradacji nonylofenolu w hodowlach grzybowych.

Poniewaz zaréwno liczba prob, jak i liczba zidentyfikowanych przeze mnie
pochodnych byta znaczna, w celu poprawnej interpretacji wynikéw, zastosowatam
analize gtéwnych sktadowych (PCA, ang. Principal Component Analysis). Dzieki tej
metodzie, wykazatam wystepowanie réznic pomiedzy proébami badanymi (z
dodatkiem 4-n-NP) oraz kontrolami biotycznymi (bez dodatku toksycznego substratu)
w poczatkowych godzinach inkubacji, a takze zaobserwowatam, ze w 72 godzinie
inkubacji proby z dodatkiem 4-n-NP charakteryzowaty sie duzym podobienstwem do
kontrolnych, co sugerowato zakonczenie procesu degradaciji.

Przeprowadzona analiza PCA pozwalata ponadto przypuszczac, ze niektore
ze zidentyfikowanych metabolitow obecne sg nie tylko w prébach badanych, ale
takze w uktadach kontrolnych. W celu potwierdzenia czy zwigzki te sg produktami
degradacji, czy tez naturalnie wystepujg w komorkach M. robertsii, wykonatam
dalsze, bardziej szczegétowe analizy, dzieki ktérym stwierdzitam Zze cztery zwigzki -
4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd, 4-hydroksy-3-metoksyacetofenon, kwas 4-
hydroksy-3-metoksybenzoesowy oraz kwas 4-hydroksy-3-metoksy fenylooctowy nie
mogg by¢ rozpatrywane jako produkty degradacji nonylofenolu, gdyz wystepujg w

komorkach M. robertsii w sposéb naturalny.

" vallini G., Frassinetti S., D’Andrea F., Catelani G., Agnolucci M. (2001). Biodegradation of 4-(1-
nonyl)phenol by axenic cultures of the yeast Candida aquaetextoris: identification of microbial
breakdown products and proposal of a possible metabolic pathway. Int. Biodeterior. Biodegrad. 47:
133-134.
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Wykonane analizy trendu oraz PCA pojawiania sie pochodnych 4-n-NP,
umozliwity mi opracowanie szlaku degradacji badanego EDCs przez M. robertsii
IM6519. W pracy opisatam bardzo zréznicowany i ztozony szlak degradacji 4-n-NP,
oparty na licznych réwnoczesnych reakcjach mono- i dihydroksylacji, zarobwno w
tancuchu alifatycznym, jak réwniez (na pdzniejszych etapach) w pierscieniu
aromatycznym, charakteryzujgcy sie duzg dynamikg zachodzgcych przemian.

Pojawienie sie pochodnych posiadajgcych dwie grupy hydroksylowe w
pierscieniu aromatycznym moze sugerowac, iz w czasie degradacji badanego
ksenobiotyku dochodzi do rozszczepienia pierscienia i powstania produktéw, ktére sg
sktadowymi cyklu Krebsa'?. Obserwacja ta sktonita mnie do przeprowadzenia badan
majgcych na celu sprawdzenie zdolnosci do mineralizacji badanego ksenoestrogenu
przez M. robertsii IM6519. W tym celu, zastosowatam 4-n-NP znakowany izotopem
1“C w pierscieniu aromatycznym ([ring-**C(U)]-labeled 4-n-NP). Stwierdzitam, ze ilo$¢
uwolnionego *CO, wynosita 38% po 96h inkubagiji, co pozwala sgdzié, iz w czasie
procesu degradacji dochodzi do rozszczepienia pierscienia aromatycznego i
mineralizacji, a tym samym catkowitego usuniecia badanego ksenobiotyku ze
srodowiska wzrostu. Jest to niezwykle korzystne, gdyz nie dochodzi do akumulacji
metabolitow, ktére mogg byc¢ toksyczne i szkodliwe dla srodowiska naturalnego.

Do najwazniejszych osiggniec tej pracy zaliczam opisanie szlaku degradaciji
nonylofenolu zfoZzonego z kilkudziesigciu pochodnych. Zaproponowany przeze mnie
szlak rozktadu nonylofenolu przez M. robertsii jest unikatowy, gdyz opiera sie na
licznych rébwnoczesnych reakcjach mono i dihydroksylacji, zachodzgcych zarbwno w
fancuchu alifatycznym jak i w pierscieniu aromatycznym. Wykazana w pracy
mineralizacja nonylofenolu Swiadczy o zdolno$ci badanego grzyba do catkowitego

usuwania badanego ksenobiotyku ze srodowiska wzrostu.

Uwidocznienie wysokich zdolnosci degradacyjnych Metarhizium sp., skfonito
mnie do zbadania, czy drugi ksenoestrogen EE2 (17a-etynyloestradiol), rownie
czesto wykrywany w srodowisku jak nonylofenol, moze by¢ takze eliminowany przez
grzyby strzepkowe wyodrebnione ze skazonych gleb.

Do badan wykorzystatam 38 szczepdw grzybow mikroskopowych, z ktérych

cztery nalezalty do rodzaju Metarhizium [4]. Zaadaptowatam iloSciowg metode

12 Krupinski, M., Szewczyk, R., Dlugonski, J. ( 2013). Detoxification and elimination of xenoestrogen
nonylphenol by the filamentous fungus Aspergillus versicolor. Int. Biodeterior. Biodegrad. 82: 59—-66.
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oznaczania EE2 korzystajgc z nowoczesnej techniki - tandemowej spektrometrii mas
i chromatografii cieczowej (LC-MS/MS), jak rowniez zaadaptowatam nowg technike
ekstrakcji metodg QUEChERS. Zastosowane metody analityczne umozliwity mi
oznaczenie zawartosci substratu w ekstraktach pohodowlanych. Na podstawie
otrzymanych wynikéw stwierdzitam, ze zastosowane w pracy szczepy Metarhizium
robertsii oznaczone numerami 6511, 2358, 6519 oraz 2234 wykazujg zdolno$¢ do
usuwania syntetycznego estrogenu ze srodowiska wzrostu a ubytek substratu po 3
dniach inkubacji wynosit odpowiednio 88,5; 76,5; 55,2 oraz 83,7%. W pracy
wykazatam rowniez, ze inne grzyby, nalezgce do rodzaju Aspergillus utylizujg badany
substrat w czasie 24h inkubacji, a zasolenie srodowiska tylko nieznacznie hamowato
transformacje EE2 do estradiolu a nastepnie estronu.

Wyniki przedstawione w tej pracy pozwolity mi stwierdzi¢, ze grzyby
strzepkowe z rodzaju Metarhizium sg zdolne do eliminacji syntetycznych estrogenow.
Ponadto w publikacji tej wykazatam, Zze oprocz badanych grzybow
entomopatogennych, takze pozostate badane szczepy posiadajg zdolnos¢ do
transformacji EE2 do mniej toksycznych pochodnych i cecha ta jest zachowana w

Srodowiskach zasolonych.

Biorgc pod uwage otrzymane wyniki, wydaje sie, ze M. robertsii moze byé
stosowany do eliminacji badanych ksenoestrogendéw nie tylko w zanieczyszczonym
Srodowisku, ale réwniez w warunkach kontrolowanych z uzyciem bioreaktorow, z
ktorych po zakonhczeniu procesu bedzie powstawata grzybnia odpadowa. Dane
literaturowe wskazujg, ze zagospodarowanie biomasy odpadowej po degradaciji
ksenobiotykéw jest powaznym problemem, ktéry czeka na optymalne rozwigzanie®.
Prowadzone dotychczas badania koncentrujg sie gtdwnie na zastosowaniu takiej
biomasy do akumulacji metali ciezkich, cho¢ nieliczne doniesienia sugerujg takze
mozliwo$é wykorzystania tego odpadu w procesach syntezy**,

W przeprowadzonych przeze mnie pracach badawczych zaproponowatam
innowacyjne podejscie polegajgce na syntezie nanoczgstek srebra z biomasy

odpadowej M. robertsii pozostatej po procesie biodegradacji nonylofenolu [5].

* Ahluwalia S., Goyal D. (2007). Microbial and plant derived biomass for removal of heavy metals
from wastewater. Bioresour Technol. 98(12):2243-57.

* Tamboli D., Kagalkar A., Jadhav M., Jadhav J., Govindwar S. (2010). Production of
polyhydroxyhexadecanoic acid by using waste biomass of Sphingobacterium sp. ATM generated after
degradation of textile dye Direct Red 5B. Bioresour Technol. 101(7):2421-7.
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Dodatkowo, w eksperymentach, w celach poréwnawczych, zastosowatam kontrolng
biomase (hodowang bez dodatku nonylofenolu). Wykazatam, ze nanoczgstki srebra
powstajg po 24 godzinnej inkubacji z dodatkiem roznych stezen ekstraktéw z
biomasy (25, 50, 75, 100%). Poniewaz otrzymane wyniki byty zadawalajgce, ale czas
syntezy okazat sie by¢ zbyt diugi, zastosowatam naswietlanie (1800 pmol m™ s™)
przez 3 h. Otrzymane wyniki jednoznacznie udowodnity, ze zastosowanie zjawiska
fotoindukcji znaczgco skrocito czas biosyntezy nanoczgstek, a najwiekszg wydajnosé
produkcji zaobserwowano dla prob z dodatkiem 25 i 50% ekstraktéw z biomasy
odpadowej (otrzymanej po degradacji nonylofenolu). Widma UV-Vis uzyskane dla
tych koloidéw sugerowatly, ze nanoczagstki te majg mate rozmiary i sg bardziej
monodyspersyjne, co jest waznym czynnikiem przy ich pdzniejszym zastosowaniu.

Istotng czescig tej pracy byto nie tylko wykazanie mozliwosci otrzymywania z
nanoczgstek srebra grzybni odpadowej, ale tez ich doktadne scharakteryzowanie, co
umozliwia ich pdzniejsze zastosowanie. W celu okreslenia rozmiaréw nanoczgstek,
nawigzatam wspotprace z Katedrg Chemii i Technologii Materiatéw UL, co umozliwito
mi zwymiarowanie tych molekut technikami STEM (Skaningowa Elektronowa
Mikroskopia Transmisyjna) oraz DLS (Dynamiczne Rozpraszanie Swiatta).
Wykazatam, ze nanoczgstki syntezowane przez ekstrakty biomasy odpadowej majg
mniejsze rozmiary (od 2 do 29 nm) i sg bardziej monodyspersyjne w porownaniu do
otrzymywanych z ekstraktéw grzybni kontrolnej. Przeprowadzone badania
otrzymanych nanoczgstek technikg EDS (Spektrometria Dyspersji Energii
Promieniowania Rentgenowskiego), potwierdzity obecnos$¢ srebra w analizowanych
koloidach, natomiast badania z wykorzystaniem techniki TGA (Analiza
Termograwimetryczna) umozliwity oszacowanie ilosci substancji organicznej
znajdujacej sie w nanoczgstkach. Ponadto przeprowadzitam badania stabilnosci
nanoczastek w podfozu hodowlanym, buforze PBS i wodzie, ktore potwierdzity
stabilno$¢ syntetyzowanych koloidéw w czasie 4 tygodni, co jest niezwykle korzystne
podczas ich praktycznego stosowania.

Dzieki zastosowaniu techniki FT-IR (spektrofotometria z transformacjg
fourierowskg), otrzymatam widma oscylacyjne, na ktérych zidentyfikowano
charakterystyczne pasma absorpcyjne dla wigzan N-H i C=0 sugerujgce obecnosc¢
wigzan peptydowych w badanych nanoczgstkach. Wyniki te zostaty potwierdzone
dodatkowo technikg XPS (spektroskopia fotoelektronéw w zakresie promieniowania

X), dzieki ktorej dodatkowo wykazano obecnos¢ wigzan N-C, ktore réwniez wskazujg
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na obecnos¢ wigzan peptydowych i sugerujg obecnos¢ biatek lub peptyddéw na
powierzchni  syntezowanych nanoczgstek srebra. W celu potwierdzenia
zaangazowania biatka w synteze tych nanostruktur zastosowatam rozne inhibitory
enzymow, ktére umozliwity mi wykazanie zahamowania reakcji syntezy w obecnosci
KCN.

Nanoczastki srebra znalazty zastosowanie w wielu réznych dziedzinach®. W
pracy [5] przedstawitam dwie mozliwosci aplikacyjne wytworzonych koloidéw — jako
katalizatora w reakcjach chemicznych oraz jako czynnika przeciwdrobnoustrojowego.
W badaniach przeprowadzitam reakcje redukcji 4-nitrofenolu oraz btekitu
metylenowego przez NaBH,; zachodzgce w obecnosci otrzymanych nanoczgstek
srebra jako katalizatora. Otrzymane wyniki sugerujg, ze nanoczagstki srebra
syntezowane przez grzybnie odpadowg M. robertsii wykazujg wyzsze wiasnosci
katalityczne w poréwnaniu do nanoczgstek wytworzonych z grzybni kontrolnej. Z
przeprowadzonych badan wtasciwosci antybakteryjnych otrzymanych koloidow
wynika, ze dodatek 30 ppm srebra w postaci nanoczgstek powodowat zahamowanie
wzrostu S. aureus i E. coli. Oznaczenia zywotnosci bakterii testem fluorescencyjnym
z barwnikiem Alamar blue wykazaty, ze nanoczgstki syntezowane z biomasy
odpadowej majg silniejsze wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe w poréwnaniu do
kontrolnych. Ponadto, stosujgc technike skaningowej mikroskopii konfokalnej
przedstawitam dowody, ze mechanizm dziatania badanych nanoczgstek zwigzany byt
z uszkodzeniami oston komorkowych.

Podsumowujgc wyniki otrzymane w pracy [5], stwierdzitam, ze nanoczastki
srebra otrzymywane z ekstraktow z biomasy odpadowej charakteryzujg sie
mniejszymi rozmiarami i wiekszg monodyspersyjnoscig w stosunku do nanoczgstek
otrzymanych z biomasy kontrolnej, co wptywa na ich lepsze wtasciwosci katalityczne

i przeciwdrobnoustrojowe i mogg byc¢ stosowane w praktyce.
Podsumowanie:

W pracach wilgczonych do osiggniecia naukowego wykazatam, ze grzyby
entomopatogenne majg zdolno$¢ do biodegradacji ksenoestrogendw, opisatam

mechanizmy umozliwiajgce tym drobnoustrojom przezywanie w obecnosci wysokich

> Adil S., Assal M., Khan M., Al-Warthan A., Siddiqui M., Liz-Marzan L. (2015). Biogenic synthesis of
metallic nanoparticles and prospects toward green chemistry. Dalton Trans. 44(21):9709-17.
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stezen ksenobiotykéw, jak rowniez wskazatam mozliwo$¢é wykorzystania biomasy

odpadowej uzyskanej po procesie degradacji do produkcji nanoczastek srebra. Za

najwazniejsze wyniki uwazam:

1.

Wykazanie, ze grzyby z rodzaju Metarhizium sp., o potwierdzonej zdolnosci
do infekowania owadoéw, sg zdolne do usuwania nonylofenolu.
Przedstawienie dowodow, ze powstajgce w czasie usuwania nonylofenolu
zmiany morfologiczne M. robertsii sg zalezne od ilosci dodawanego
substratu, a ich zanik Swiadczy o zakonczeniu procesu degradac;i.
Wykazanie, ze zmiany w morfologii peletek (wystepujgce w poczatkowych
godzinach hodowli) w obecnosci NP sg powigzane z ich obnizong
aktywnoscig metaboliczng (zywotnoscig), jak rowniez sg wynikiem zmian w
ultrastrukturze strzepek i sktadzie Sciany komodrkowe;.

Przedstawienie przekonujgcych argumentow, ze pomiary wielkosci peletek i
obserwacje mikroskopowe M. robertsii mogg stanowi¢ szybkg metode
monitorowania przebiegu procesu degradacji.

Opisanie nowo wyizolowanego szczepu M. robertsii charakteryzujgcego sie
nie tylko zdolnoscia do degradacji nonylofenolu, ale takze do jego
mineralizacji.

Zaproponowanie nowego, ztozonego szlaku degradacji nonylofenolu przez
grzyby strzepkowe, opartego na 34 pochodnych, w ktorym wystepujg liczne,
rownoczesne reakcje mono i dihydroksylacji zaréwno w tancuchu
alifatycznym, jak roéwniez (na pozniejszych etapach) w pierscieniu
aromatycznym.

Wykazanie, ze szczepy grzybow strzepkowych Metarhizium robertsii sg
zdolne do utylizacji syntetycznego estrogenu 17a-etynyloestradiolu.
Przedstawienie argumentow, ze grzybnia odpadowa M. robertsii pozostata
po procesie degradacji nonylofenolu moze by¢ ponownie wykorzystywana
np. do produkcji nanoczgstek srebra.

Wykazanie, ze nanoczgstki srebra otrzymane z ekstraktow z biomasy
odpadowej M. robertsii posiadajg odpowiednie parametry fizyko-chemiczne i
mogg by¢ z powodzeniem stosowane jako katalizatory w reakcjach

biodegradacji lub jako czynniki antybakteryjne.
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Omoébwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Prace naukowe nie wchodzgce w skiad osiggniecia sg cytowane zgodnie z wykazem

opublikowanych prac naukowych (Zatgcznik 7: pkt. II.A).

A). Autorstwo i wspdtautorstwo publikacji naukowych

W latach 1992-1997 studiowatam na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu toédzkiego (kierunek biologia, specjalnos¢ mikrobiologia). Prace
magisterskg wykonatam w Zaktadzie Mikrobiologii Przemystowej (obecnie Katedra
Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii Ut), pod opiekg prof. dr hab. Jerzego
Dtugonskiego. Po obronie pracy magisterskiej, zatytutowanej ,Mikrobiologiczna
degradacja zwigzkéw ropopochodnych w obecnosci metali ciezkich”, zostatam
zatrudniona na stanowisku asystenta w tej samej jednostce organizacyjnej UL. Po
rozpoczeciu pracy naukowej, kontynuowatam badania rozpoczete w ramach pracy
magisterskiej, ktére byty finansowane z projektu Unii Europejskiej DG XIlI, INCO-
Copernicus: No. IC15-CT96-0716. Otrzymane przeze mnie wyniki ukazaty sie w
formie publikacji, w ktorej wykazatam przydatnos¢ nowo wyizolowanych szczepéw
bakteryjnych do eliminacji PAH w obecnosci metali ciezkich [IIA. 1]. W kolejnych
latach moje zainteresowania badawcze skierowaty sie w strone wykorzystania
drozdzy rozszczepkowych jako eukariotycznego modelu badawczego. W czasie
prowadzenia tych badan odbytam pétroczny naukowy staz zagraniczny w Institute of
Cell Biology, University of Bern (Szwajcaria) w zespole Prof. Ernsta Schweingrubera
(09.2002 — 03.2003). Uczestniczytam takze w dwutygodniowym kursie ,EMBO
Practical course — Molecular Genetics with the Fission Yeast Schizosaccharomyces
pombe” w Kopenhadze w Danii.

Gtownym celem mojej pracy doktorskiej zatytutowanej ,Drozdze
rozszczepkowe Schizosaccharomyces pombe jako model w badaniu detoksykacji
androgenow” wykonanej pod kierunkiem prof. Jerzego Dtugonskiego byto badane
mechanizméw detoksykacji szkodliwych zwigzkéw u drozdzy rozszczepkowych, a
takze poznanie enzymu i proceséw odpowiedzialnych za biotransformacije
toksycznych substratow. Praca ta byta czesciowo dofinansowana w ramach grantu
miedzynarodowego, otrzymanego z Unii Europejskiej, DGXII, program INCO-
Copernicus, No IC15-CT96-0716, w ktérych uczestniczytam jako wykonawca oraz w

ramach 4 grantow UL, ktoérych bytam kierownikiem. Prace doktorskg obronitam na
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Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Ut w 2003 r., uzyskujgc stopien doktora
nauk biologicznych w zakresie biologii. Badania te kontynuowatam, a uzyskane
wyniki dotyczgce przydatnosci réznicowej kalorymetrii skaningowej do badania
toksycznego wptywu androgenow srodowiskowych na S. pombe zawartam w pracy
[HA. 10], ktérej bytam autorem korespondencyjnym.

Po obronie pracy doktorskiej, zajetam sie tematami badawczymi
umozliwiajgcymi mi  zastosowanie mikroskopii konfokalnej w badaniach
mikrobiologicznych. Swojg wiedze, zdobytg miedzy innymi podczas kursu ,Flow
cytometry and fluorescence microscopy” (Etten-Leur, Holandia), dotyczacg
zastosowania mikroskopii fluorescencyjnej, konfokalnej i cytometrii przeptywowej
wykorzystatam m. in. do badania wptywu wybranych zwigzkow chemicznych na
biofilmy bakteryjne.

Dzieki wspotpracy, ktdérg nawigzatam z pracownikami Katedry Immunologii i
Biologii Infekcyjnej UL, wykonatam szereg badan obejmujgcych zastosowanie
mikroskopii konfokalnej zmierzajgcych do okreslenia wptywu antybiotykéw, enzymow
i zwigzkéw pochodzenia naturalnego na powstawanie i eradykacje biofilmow
tworzonych przez gronkowce. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w 5
publikacjach oryginalnych [lIA. 3, 5, 7, 8, 9]. Zastosowanie mikroskopii konfokalnej
pozwolito wykazac, ze synergistyczne dziatanie lizostafyny (dodawanej w stezeniu
podprogowym) i oksacyliny powodowato najbardziej efektywne usuwanie biofilméw
MRSA (Staphylococcus. aureus oporne na metycyling) i MSSA (S. aureus wrazliwe
na metycyling). Stwierdzono takze, ze zastosowanie trzech cykli terapii lizostafyng
(dodawang w stezeniu podprogowym) i linezolidem spowodowato zniszczenie
struktury wszystkich badanych biofilmow [lIA. 3, 5].

W kolejnej pracy, do eradykacji biofilméw tworzonych przez gronkowce,
zastosowano substancje pochodzenia naturalnego [lIA. 7]. Analizy z uzyciem
mikroskopu konfokalnego (LSM 5 Pascal, Zeiss) oraz oprogramowania PHLIP
umozliwiajgcego okreslenie struktury biofilmu wykazaty, ze diterpenoidy wyizolowane
z S. scalarea zmienialty parametry morfologiczne biofilméw S. aureus i nasilaty
dziatanie antybiotykow beta-laktamowych.

Za najbardziej prawdopodobny mechanizm dziatania tych zwigzkéw uznano
zmiane hydrofobowosci powierzchni oraz przepuszczalnosci $ciany komodrkowej
badanych gronkowcow. Podobne dziatanie zaobserwowano dla mannoproteiny

(wykazujgcej aktywnos$c¢ surfaktanta) wyizolowanej ze Sciany komoérkowej drozdzy S.

17



dr Sylwia Rézalska Autoreferat Zatgcznik 3

cerevisiae [lIA. 8] oraz dla surfaktantow z uzyskanych z bakterii Lactobacillus
acidophilus [lIA. 9], ktdére ograniczaly tworzenie sie biofiimu gronkowcow, a takze
zmienialy parametry wytworzonego wczesniej biofilmu. Opracowane przez mnie
metody obrazowania biofiiméw bakteryjnych z zastosowaniem mikroskopii
konfokalnej i analizy obrazu, umozliwity mi nawigzanie wspotpracy z Zaktadem
Immunobiologii Bakterii UL. Otrzymane przeze mnie wyniki pozwolity wykaza¢, ze
biosurfaktanty izolowane z Bacillus subtilis rowniez majg wtasciwosci bakteriobodjcze,
antyadhezyjne i hamujg tworzenie biofilméw drobnoustrojow Gram-ujemnych [lIA.
25].

Doswiadczenie zdobyte w obrazowaniu biofilméw bakteryjnych umozliwito mi
zajecie sie nie tylko czynnikami powodujgcymi efektywne usuwanie biofilméw
bakteryjnych, lecz réwniez czynnikami umozliwiajgcymi tworzenie tych ztozonych,
wielokomorkowych  struktur. W jednej z prac oznaczatam wptyw acylowanych
laktonbw homoseryny (odpowiedzialnych za zjawisko ,quorum sensing”) na
tworzenie biofilmu przez Proteus mirabilis O18, jak réwniez zmiane ich parametréw
morfologicznych. Okazato sie, ze badany drobnoustréj wykazywat duzg wrazliwos$é
na obecnos¢ laktonu N-butyrylo-homoseryny, ktory powodowat zwiekszenie grubosci
biofilmu [IIA. 12]. W kolejnej pracy badawczej, dzigki zastosowaniu podwojnego
barwienia (SYTO 13 i WGA-TRITC) przeprowadzitam za pomocg mikroskopii
konfokalnej ilosciowg analize wytwarzania polisacharydow P. mirabilis. Technikg tg
udato sie wykazac, ze zardwno czynniki stresowe jak i odzywcze powodowaty
nadprodukcje oznaczanych biopolimeréw, a takze powodowaty zmiane struktury
biofilmu badanych szczepdw [IIA. 19].

Korzystajgc z doswiadczenia zdobytego w czasie pobytu na stazu
zagranicznym w University of Bern (Szwajcaria), a takze na kursie w Etten-Leur w
Danii z zakresu biologii molekularnej grzybdéw bratam udziat w badaniach ekspresji
genu cytochromu P-450 i reduktazy cytochromu P-450 u grzybow strzepkowych
Cunninghamella elegans, w ramach ktérych wykonatam sekwencjonowanie i analize
bioinformatyczng otrzymanych amplikonow [IIA. 6].

Swojg wiedze dotyczgcg zastosowania technik mikroskopowych i analizy
obrazu, zastosowatam takze w badaniach dotyczgcych tworzenia sie wolnych
rodnikbw w reakcjach obronnych pomidora w odpowiedzi na stres zwigzany z
porazeniem przez Botrytis cinerea [lIA. 2, 20] przeprowadzonych we wspotpracy z

Katedrg Fizjologii i Biochemii Roslin UL.
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Poniewaz moje zainteresowania badawcze w dalszym ciggu zmierzaty w
strone  mozliwosci  stosowania  mikroskopii  konfokalnej w  badaniach
mikrobiologicznych, nawigzatam wspotprace z Centrum Biologii Medycznej Polskiej
Akademii Nauk w todzi, w ramach ktérej opracowatam metode umozliwiajgca
oznaczenie liczby komorek dzielgcych sie mutantéw Mycobacterium smegmatis.
Metoda ta przyczynita sie do wyjasnienia zaleznosci pomiedzy naprawg uszkodzen
obu nici DNA na drodze rekombinacji homologicznej lub naprawy poprzez scalanie
niehomologicznych kohcow DNA (NHEJ) [lIIA. 4]. Wykorzystujgc nabyte
doswiadczenie w obszarze badawczym dotyczgcym obrazowania pratkow, w kolejnej
pracy (wykonanej we wspotpracy z Katedrg Immunologii i Biologii Infekcyjnej UL)
przeprowadzitam badania kolokalizacji Mycobacterium tuberculosis z markerami
endosomalnych fagocytéow Rab5 i Rab7, potwierdzajgce zdolnosé¢ pratkow do
przezywania wewngtrz fagosomoéw w czasie infekcji [lIA. 17].

Kolejnym tematem, ktéry wzbudzit moje  zainteresowanie  byly
nowosyntetyzowane substancje o plejotropowej aktywnosci biologicznej, jakimi sg
dendrymery. W pracach, w ktérych wykazano aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg
zaréwno dendrymeréw polipropylenoiminowych [lIA. 13], jak i skojarzone dziatanie
tych  makromolekut z antybiotykiem [lIA. 24], przeprowadzitam badania
przepuszczalnosci bakteryjnych oston komorkowych z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej i analizy obrazu. Otrzymane przeze mnie wyniki wskazujg, ze wszystkie
badane nanopolimery zaburzaty przepuszczalnos¢ bakteryjnych oston komdérkowych,
a skojarzone dziatanie dendrymeréw polipropylenoiminowych z amoksycyling
powodowato  zwiekszenie tych uszkodzen. Moje zainteresowanie tymi
nanoczasteczkami zaowocowato podjeciem wspétpracy z Zaktadem Zaburzen
Krzepniecia Krwi Uniwersytetu Medycznego w todzi efektem czego byta wspdina
publikacja dotyczgca wptywu dendrymerdéw poliamidoaminowych (PAMAM) czwartej
generacji na zmniejszenie sie hiperglikemii i odtworzenie uszkodzonej bariery krew —
mozg [lIA. 14].

Kolejny watek badawczy, w ktorym uczestniczytam to badania wptywu metali
ciezkich na Peacilomyces marquandii. W pracy wykazano, ze zastosowane zwigzkKi
powodowaty zmiany w sktadzie fosfolipidow btonowych, co znalazto potwierdzenie w
przeprowadzonych przeze mnie badaniach przepuszczalnosci oston komorkowych u
badanego drobnoustroju [IIA. 16]. W innej publikacji, w ktorej sprawdzano zdolnos¢

grzybow strzepkowych Myrothecium roridum oraz Penicilium pinophilum do
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dekoloryzacji zieleni malachitowej, przeprowadzitam badania akumulacji tego
zwigzku w komoérkach grzyba, jak rowniez analize obrazu wskazujgcg na
wystepowanie zmian w morfologii strzepek [IIA. 15].

W tym samym czasie zainteresowatam sie takze zwigzkami wykazujgcymi
dziatanie grzybobdjcze. W badaniach, wykonanych we wspétpracy z Katedrg Chemii
Fizycznej UL wykazatam, ze fungicyd tebukonazol inkludowany w B-cylkodekstrynie,
byt tak samo efektywnym czynnikiem grzybobdjczym (w stosunku do Aspergillus
fumigatus) jak zwigzek wyjsciowy [lIA. 22], ale modyfikacja ta powodowata znaczace
zwiekszenie rozpuszczalnosci tego zwigzku w wodzie, co znaczgco utatwiato jego
stosowanie.

W trakcie pracy w Katedrze Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii Ut na
stanowisku adiunkta w latach 2009-2010 uczestniczytam jako wykonawca w
badaniach dotyczgcych projektu rozwojowego ,Opracowanie enzymatycznego
odkazalnika do usuwania skazen spowodowanych sarinem i iperytem siarkowym”. W
konsorcjum zaangazowane byty takze instytucje o charakterze wojskowym (Wydziat
Nowych Technologii i Chemii z Wojskowej Akademii Technicznej, Wojskowy Instytut
Chemii i Radiometrii), jak rowniez partner z sektora biznesu - POCh S.A. W ramach
tego projektu poszukiwatam enzymoéw zdolnych do unieszkodliwiania bojowych
srodkow trujgcych. Otrzymane enzymy przekazano do partnerow wojskowych
konsorcjum, gdzie opracowano odkazalnik do usuwania gazéw bojowych. Sposob
uzyskiwania preparatu enzymatycznego oraz wytwarzania odkazalnika bojowych
srodkow trujgcych nie podlegaty publikacji.

W 2009 r. wykonatam takze badania aktywnosci biologicznej nanoczgstek
srebra dla grupy Staszow sp. z 0.0. (marka Hipovet) w ramach realizacji umowy
pomiedzy UL a grupg Staszéw, ktdre zaowocowaty wdrozeniem na rynek preparatow
pielegnacyjnych dla koni z dodatkiem nanosrebra.

Innym kierunkiem badan, ktorym zajmowatam sie réwnolegle do prac
prowadzonych z zakresu mikroskopii konfokalnej, byta biodegradacja ksenobiotykow
przez grzyby strzepkowe. Badania te stanowity fragment specjalnego projektu
badawczego realizowanego w latach 2007-2009 przez Katedre Mikrobiologii
Przemystowej i Biotechnologii Ut, w ramach programu wykonawczego pomiedzy
Ministerstwem Nauki i Informatyzacji Rzeczpospolitej Polskiej a Ministrem Edukaciji i
Nauki Krélestwa Hiszpanii (nr projektu 31/HIS/2007/02), i prowadzone byty we

wspotpracy z Prof. Christianem Kennesem z University of La Corufia. Jak juz
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wczesniej wspominatam, jednym z bardziej toksycznych ksenobiotykéw jest
nonylofenol, ktory jest nie tylko toksyczny dla organizméw zywych, ale takze jest
zakioca prawidtowe funkcjonowanie uktadu endokrynnego. W przeprowadzonych
przeze mnie badaniach wykazatam, ze jeden z gatunkoéw grzyba strzepkowego byt
zdolny do wydajnego usuwania tego zwigzku z podtoza hodowlanego na drodze
kometabolizmu. Analiza jakosciowa technikg GC-MS wykazata obecnos$¢ produktow
rozktadu tego zwigzku [IIA. 11].

Inne prace badawcze, miaty na celu sprawdzenie zdolnosci grzyba
strzepkowego do usuwania tributylocyny w obecnosci estradiolu. Okazato sie, ze
estrogen przyspieszat rozktad zwigzku cynoorganicznego, a wykazane przeze mnie
zmiany w przepuszczalnosci oston komoérkowych tego grzyba byty powigzane ze
zmianami w skfadzie fosfolipidow btonowych [lIA. 21]. W kolejnej pracy, dotyczgcej
optymalizacji procesu biodegradacji alachloru przez grzyba strzepkowego
Paecilomyces marquandii, finansowanej z projektu NCN nr UMO-
2011/01/B/NZ9/02898 pt. ,Mikrobiologiczna degradacja ksenoestrogendéw i
estrogenéw w obecnosci metali ciezkich i NaCl’, ktérego bylam gtéwnym
wykonawca, przeprowadzitam detekcje reaktywnych form tlenu (ROS) w komadrkach
grzyba in vivo, za pomocg mikroskopii konfokalnej i specjalistycznego barwienia [lIA.
23]. Otrzymane wyniki dowiodty, ze produkcja ROS byta indukowana w hodowlach z
nieregulowanym pH, natomiast zredukowana w ukfadach w ktérych pH utrzymywano
na statym poziomie. W zwigzku z tym, wykonatam oznaczenia aktywnosci enzyméw
antyoksydacyjnych - dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (CAT), ktore
potwierdzity wyniki z mikroskopii konfokalnej i wskazywaty na aktywng odpowiedz

grzyba na stres oksydacyjny wywotany obecnoscig alachloru.
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Podsumowanie dorobku publikacyjnego:
Typ publikaciji | Przed doktoratem Il Po doktoracie Razem (I+II)
Liczba IF Punkty | Liczba IF Punkty | Liczba IF Punkty
MNiSW MNiSW MNiSW
Oryginalne
- czasopisma z 1 0,505 13 29 62,028 725 30 62,533 738
bazy JCR
- recenzowane
czasopisma 5 5 4
polskojezyczne
spoza JCR
Rozdziaty w
ksigzkach ! 4 L 4
RAZEM 3 0,505 13 32 62,028 729 35 62,533 742
Doniesienia
konferencyjne
anferenqe 3 26 29
miedzynarodowe
Kor_mferenCJe 4 o 28
krajowe
RAZEM 7 50 57

Liczba cytowan publikacji z dnia 03.04.2016:
316 — wedtug bazy Web of Science
Indeks Hirscha z dnia 03.04.2016:

10 — wedtug bazy Web of Science
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B). Udziat w projektach badawczych

1.

Grant miedzynarodowy otrzymany z Unii Europejskiej, DG XII,
INCO_COPERNICUS (IC 15-CT 96-0716), realizowany w latach: 1997-1999.
,Biodegradation of toxic organic compounds in waste water and accumulation
of heavy metals” — wykonawca.

Grant miedzynarodowy otrzymany z Unii Europejskiej, DG XII,
INCO_COPERNICUS (IC 15-CT 98-0114), realizowany w latach: 1999-2001.
,Characterization of fresh and deposited sludges of the Moscow region and
development of strategies of a utilization in composting processes, agriculture
or horticulture” — wykonawca.

Projekt badawczy specjalny ,Mikrobiologiczne usuwanie toksycznych
zwigzkow organicznych oraz metali ciezkich”. Finansowany przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Rzeczypospolitej Polskiej oraz Ministerstwo
Edukacji Krolestwa Hiszpanii. Nr wniosku: 31/HIS/2007/02 (realizowany w
latach: 2007 — 2010) — wykonawca.

Projekt ,Laboratorium Ochrony Srodowiska” Finansowany przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Rzeczypospolitej Polskiej. Nr wniosku:
WKP_1/1.4.3/2/2005/88/208/510/2007/U. (realizowany w latach: 2007 — 2008)
— wykonawca.

Projekt rozwojowy ,Opracowanie enzymatycznego odkazalnika do usuwania
skazen spowodowanych sarinem i iperytem siarkowym” Finansowany przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Rzeczypospolitej Polskiej. Nr
wniosku: OR 00005305 (realizowany w latach: 2009 — 2010) — wykonawca.
Grant Uniwersytetu todzkiego ,Badania biokonwersji szkodliwych zwigzkow
organicznych z wykorzystaniem drozdzy Schizosaccharomyces pombe”. Nr
wniosku:505/442-433 (realizowany w latach: 2005 — 2008) — kierownik.

Projekt badawczy: ,Mikrobiologiczna degradacja ksenoestrogendéw i
estrogendw w obecnosci metali ciezkich i NaCl” (2011 — 2014). Finansowany
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Rzeczypospolitej Polskiej.
Nr wniosku: UMO-2011/01/B/NZ9/02898 — gtowny wykonawca.

C). Staze zagraniczne i szkolenia (krajowe i zagraniczne)
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e Staz zagraniczny w Institute of Cell Biogy, University of Bern (Szwajcaria) w
zespole Prof. Ernsta Schweingrubera (09.2002 — 03.2003).

e Szkolenie ,EMBO Practical course — Molecular genetics with the Fission Yeast
Schizosaccharomyces pombe” w Institute of Molecular Biology, University of
Copenhagen w Danii, koordynator: Prof. Richard Egel (11.06.-23.06.2000)

e Szkolenie “Flow cytometry and fluorescence microscopy” (26.04.-28.04.2000;
Etten-Leur, Holandia)

e Course “LC-MS/MS - Mass spectrometry and liquid chromatography” (26. 04.-
28.04.2011) Lublin, Poland

e Szkolenie ,5800 MALDI Tof/Tof” 19-20 wrzesien 2013, todz, Poland.

e Warsztaty “Grzyby mikroskopowe Micromycetes — kultury akseniczne, genomy,
identyfikacja molekularna” , 4.06.-6.06. 2013, Poznan.

D) Uzyskane nagrody

e 1999 r. Nagroda Zespotowa Rektora Ut |lI-go stopnia

e 2007 r. Nagroda Zespotowg Rektora UL I-go stopnia za cykl publikacji

o Wyroznienie w konkursie na najlepsze doniesienie zaprezentowane podczas
Ogolnopolskich Warsztatéw Mikrobiologia w Ochronie Zdrowia i Srodowiska
,MIKROBIOT” w 2008 r.

e 2012 r. Nagroda Zespotowg Rektora Ut I-go stopnia za cykl publikaciji

e 2013 r. za swojg prace zostatam odznaczona Brgzowym Krzyzem Zastugi.

e 2015 r. Nagroda Zespotowa Rektora UL 1-stopnia za cykl publikaciji
pt.”"Badanie mechanizméw ograniczajgcych szkodliwe oddziatywanie

substancji toksycznych na komorki drobnoustrojow i organizméw wyzszych”

E). Czlonkowstwo w towarzystwach naukowych

e W latach 2004-2008 petnitam funkcje vice-przewodniczgcej todzkiego
Oddziatu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow.

e W latach 2014-2015 bytam czionkiem miedzynarodowego towarzystwa
naukowego International Biodeterioration & Biodegradation Society (IBBS)

e 0Od 2013 r. naleze do Polskiego Towarzystwa Mykologicznegi (PTMyk)

F) Recenzje publikaciji i projektéw badawczych
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Jestem recenzentem publikacji naukowych, nadestanych do redakcji czasopism
naukowych: Polish Journal of Microbiology, Journal of Hazardous Materials, Journal
of Zhejiang University Science B oraz Inzynieria i Aparatura Chemiczna. Ponadto

jestem recenzentem projektow badawczo rozwojowych dla NCBIR.

OMOWIENIE DZIALALNOSCI DYDAKTYCZNEJ | ORGANIZACYJINEJ

Omowienie dziatalnosci i osiagnie¢ dydaktycznych

W ramach dziatalnosci dydaktycznej prowadzitam i prowadze do dzisiaj,
wyktady z genetyki grzybéw dla studentow biotechnologii oraz jestem koordynatorem
¢wiczen z tego przedmiotu. Ponadto, moja dziatalno$¢ dydaktyczna obejmuje
prowadzenie zaje¢ laboratoryjnych z mikrobiologii przemystowej, mykologii,
biotechnologii Srodowiskowej, biotechnologii Zywnosci, biotechnologii
mikrobiologicznej oraz z zastosowania drobnoustrojéw w ochronie srodowiska dla
studentéw pierwszego i drugiego stopnia kierunkéw Mikrobiologia i Biotechnologia.
Opracowatam i prowadze pracownie specjalistyczne oraz ¢wiczenia dla studentéw na
kierunkach Biologia, Biotechnologia i Mikrobiologia oraz pracownie ,Biotechnologia
wody” dla studentéw kierunku Ochrona Srodowiska.

Przygotowatam réwniez ¢wiczenia laboratoryjne w ramach podyplomowego
Studium Ekologii i Ochrony Srodowiska dla Nauczycieli. Prowadze takze pracownie
dotyczgce zastosowania technik izotopowych oraz mikroskopii konfokalnej w
badaniach mikrobiologicznych i biotechnologicznych, w ramach cyklu pracowni
specjalistycznych, w ktorych uczestniczg magistranci kierunku biotechnologia,
specjalnos¢ biotechnologia mikrobiologiczna, wykonujgcy prace magisterskg w
Katedrze Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii Ut..

Jestem rowniez koordynatorem pracowni specjalistycznych dla studentéw
drugiego stopnia kierunku mikrobiologia oraz biotechnologia. W ramach dziatalnosci
dydaktycznej prowadzitam rowniez seminaria dla pierwszego stopnia kierunku
Biotechnologia. Od 2004 roku bytam promotorem 5 prac magisterskich na kierunku

biologia i 9 prac licencjackich na kierunku mikrobiologia i biotechnologia, jak réwniez
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bezposrednim opiekunem 22 doswiadczalnych prac magisterskich na kierunku
biologia i biotechnologia.

Do dorobku dydaktycznego zaliczam tez autorstwo rozdziatu w podreczniku
akademickim, pt. ,Drobnoustroje udoskonalone genetycznie w ochronie srodowiska”
w podreczniku akademickim ,Mikrobiologia techniczna” (pod redakcjg: Z. Libudzisz,
K. Kowal i Z. Zakowskiej), wydanym przez PWN w 2009 roku.

Od 2005 roku sprawuje opieke nad studentami wykonujgcymi projekty
badawcze w ramach Studenckiego Kota Biotechnologiczno-Mikrobiologicznego ,Bio-
Mik”, jak réwniez wspieram ich aktywnos¢ naukowg, czego odzwierciedleniem sg
doniesienia konferencyjne prezentowane podczas Ogolnopolskich Akademickich
Seminariow Studentow Biotechnologii (ASSB) oraz na konferencjach, miedzy innymi,
w Poznaniu, Wroctawiu i na warsztatach ,Mikrobiot” odbywajgcych sie w todzi.
Ponadto w roku akademickim 2007/2008 petnitam funkcje opiekuna roku studentéw

studiow wieczorowych na kierunku Biotechnologia.

Omodwienie pracy organizacyjnej i dziatalnosci popularyzatorskiej:

W ramach dziatalnosci organizacyjnej na rzecz Uniwersytetu bylam czionkiem
Komisji ds. Kadrowych (Podzespét do Spraw Pracownikow Bibliotecznych i
Naukowo-Technicznych ) w latach 2004-2008. W 1999 roku zostatam powotana na
cztonka Komisji ds. Biologii Gleby (nr. 190) przy Polskim Komitecie Normalizacyjnym,
gdzie aktywnie dziatam do dzi$, zajmujgc sie przygotowywaniem, opiniowaniem,
opracowywaniem i tlumaczeniem 33 Norm ISO. Ponadto jestem cztonkiem
Miedzywydziatowego Centrum Nanotechnologii Uniwersytetu t.6dzkiego.

W 2014 r. bylam zaangazowana w organizacie ,XVI International
Biodeterioration and Biodegradation Symposium” odbywajgcego sie w dniach 3-5
wrzesnia 2014 r. w todzi. Bylam takze czionkiem komitetu organizacyjnego
Warsztatéw Polskiego Towarzystwa Mykologicznego PTMyk (do ktérego naleze od
roku 2013), ktére odbyty sie w todzi w dniach 24-28 wrzesnia 2014 r.
Uczestniczytam takze w tworzeniu warsztatéw biotechnologicznych — ,Micromycetes
w ochronie srodowiska” z zastosowania mikroskopii fluorescencyjnej i konfokalnej w
badaniach grzybow. W ramach dziatalnosci organizacyjnej uczestniczytam w akcjach
promujgcych nauke wygtaszajgc referat w ramach VI Festiwalu Nauki i Sztuki w
todzi (20 kwietnia 2006, Zagrozenia zdrowotne XXI wieku). W roku 2008 i 2010
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prezentowatam Katedre Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii oraz
Laboratorium Ochrony Srodowiska Ut. na Targach Bioforum. Od roku 2009, wraz ze
studentami Studenckiego Kota ,Bio-MIK”, wielokrotnie bratam udziat w Festiwalach

Nauki, Sztuki i Techniki oraz w roku 2010 w Pikniku Naukowym.
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