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1. Dane osobowe
Imie i nazwisko: Tomasz Janek

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy

14.05.2023 — dyplom ukonczenia dwusemestralnych studiow podyplomowych w zakresie:
Kierownik zespotu — team leader; Uniwersytet Ekonomiczny we Wroctawiu;

21.10.2013 - dyplom doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia; Uniwersytet
Wroctawski, Wydziat Biotechnologii;

Promotor: prof. dr hab. inz. Marcin tukaszewicz

Tytut rozprawy: ,lzolacja, identyfikacja oraz charakterystyka wtasciwosci biomedycznych
biosurfaktantow”.

14.06.2005 — dyplom magistra chemii; specjalnos¢: informatyka chemiczna; Uniwersytet
Wroctawski, Wydziat Chemii;

Promotor: dr hab. Piotr Solarz, prof. inst.

Tytut pracy magisterskiej: ”“Synteza i wfasciwosci spektroskopowe matryc fluorkowych
domieszkowanych jonami lantanowcow”.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1.10.2005 — 28.02.2007; samodzielny biotechnolog w Pracowni Biatek Jgdrowych, Wydziat
Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski;

1.03.2007 — 28.02.2015; starszy specjalista naukowo-techniczny w Zespole Dydaktycznym,
Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski;

1.03.2015 — 28.02.2018; asystent badawczo-dydaktyczny w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Nieorganicznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu;

1.03.2018 - 30.09.2018; adiunkt badawczo-dydaktyczny w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Nieorganicznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu;

1.10.2018 — 30.09.2020; adiunkt badawczy — Post-doc w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu;

1.10.2020 — obecnie; adiunkt badawczo-dydaktyczny w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu;
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4. Omowienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdzn. zm.)
4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Potencjat  biotechnologiczny oraz  charakterystyka  oddziatywania  zwigzkéw
powierzchniowo czynnych z modelowymi biatkami.

4.2. Lista publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

W skfad osiggniecia naukowego wchodzi osiem oryginalnych publikacji naukowych (P1-P8) z listy
Journal  Citation Reports (JCR). W przedstawionych pracach jestem pierwszym
i korespondencyjnym autorem. Sumaryczny Impact Factor (IF) prac uwzglednionych w cyklu
wynosi 37,89 a suma punktow MEIN (zgodnie z wykazem w roku publikacji) wynosi 705.

(P1) Janek T*, Czyznikowska Z, tuczynski J, Gudifia EJ, Rodrigues LR, Gatezowska J:
Physicochemical study of biomolecular interactions between lysosomotropic surfactants
and bovine serum albumin. Colloids and Surfaces B-Biointerfaces. 2017; 159:750—758.
doi:10.1016/j.colsurfb.2017.08.046
(IF2017=3,997; IFsiat=5,4; MEiN2017= 35; MEiN30,3=100).

(P2) Janek T*, Rodrigues LR, Czyznikowska Z: Study of metal-lipopeptide complexes and their
self-assembly behavior, micelle formation, interaction with bovine serum albumin and
biological properties. Journal of Molecular Liquids. 2018; 268:743—753.
doi:10.1016/j.molliq.2018.07.118
(IF2018=4,561; IFsiat =5,6; MEiN2015=30; MEiN2023=100).

(P3) Janek T*, Rodrigues LR, Gudifia EJ, Czyznikowska Z: Metal-Biosurfactant Complexes
Characterization: Binding, Self-Assembly and Interaction with Bovine Serum Albumin.
International Journal of Molecular Sciences. 2019a; 20(12):2864.
doi:10.3390/ijms20122864
(IF2019=4,556; IFs52t=6,2; MEiN2019=140; MEiN2023 =140).

(P4) Janek T*, Czyznikowska Z, tukaszewicz M, Gatezowska J: The effect of Pseudomonas
fluorescens biosurfactant pseudofactin Il on the conformational changes of bovine serum
albumin: Pharmaceutical and biomedical applications. Journal of Molecular Liquids. 2019b;
288:111001. doi:10.1016/j.mollig.2019.111001
(IF2019=5,065; IF5ja: =5,6; MEiN2019=100; MEiN2g23=100).

(PS) Janek T*, Satek K, Burger J, Czyznikowska Z, Euston SR: Investigating the biomolecular
interactions between model proteins and glycine betaine surfactant with reference to the
stabilization of emulsions and antimicrobial properties. Colloids and Surfaces B-
Biointerfaces. 2020a; 194:111226. doi:10.1016/j.colsurfb.2020.111226
(IF2020=5,268; IF5a:=5,4; MEiN2020=100; MEiN30,3=100).
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(P6) Janek T*, Rodrigues LR, Gudifia EJ, Burger J: Synergistic effect of hen egg white lysozyme
and lysosomotropic surfactants on cell viability and membrane permeability. Colloids and
Surfaces B-Biointerfaces. 2020b; 185:110598. doi:10.1016/j.colsurfb.2019.110598
(IF2020=5,268; IF5at=5,4; MEiN2020=100; MEiN20,3=100).

(P7) Janek T*, Czelerr P, Gudifia EJ, Rodrigues LR, Czyznikowska Z: Biomolecular interactions of
lysosomotropic surfactants with cytochrome c and its effect on the protein conformation:
A biophysical approach. International Journal of Biological Macromolecules. 2019c;
126:1177-1185. doi:10.1016/j.ijbiomac.2019.01.024
(IF2019=5,162; IF51a:=7,8; MEiN2019=100; MEiN20,3=100).

(P8) Janek T*, Mironczuk A, Rymowicz W, Dobrowolski A: High-yield expression of extracellular
lipase from Yarrowia lipolytica and its interactions with lipopeptide biosurfactants: A
biophysical approach. Archives of Biochemistry and Biophysics. 2020c; 689:108475.
doi:10.1016/j.abb.2020.108475
(IF2020= 4,013; IFsiat= 4,0; MEiN2020=100; MEiN2023=140).

Oznaczenia:

* autor korespondencyjny
4.3. Omowienie celu naukowego osiggniecia

Wiele ukfadow wykorzystywanych w badaniach biologicznych, biotechnologicznych,
przemysle farmaceutycznym oraz kosmetycznym to na ogdt ztozone heterogeniczne systemy
zawierajgce substancje o bardzo zréznicowanej charakterystyce chemicznej i aktywnosci
biologicznej. Na ich aktywnos¢ oraz stabilnos$é decydujacy wptyw majg interakcje miedzy biatkami,
weglowodanami, lipidami, kwasami nukleinowymi, peptydami, zwigzkami powierzchniowo
czynnymi oraz sktadnikami mineralnymi. Sposrdd nich szczegélng role odgrywajg oddziatywania
biatek i substancji powierzchniowo czynnych (Randolph i Jones 2002). Nie jest wiec zaskakujace,
ze w odpowiednich warunkach in vitro substancje te mogg ze sobg oddziatywaé, co daje
naukowcom szereg mozliwosci modyfikowania ich struktury, w celu poprawy ich wtasciwosci
fizykochemicznych i mozliwosci zastosowania w wielu dziedzinach nauki i gateziach przemystu.

Przewazajgca czesc surfaktantéw bedgcych komponentami produkowanych komercyjnie
Srodkow czyszczacych, detergentéw, kosmetykdw, produktéw farmaceutycznych, spozywczych,
czy preparatow wykorzystywanych w rolnictwie wcigz jest pozyskiwana metodg chemicznej
syntezy (Stubbs i wsp., 2022). Zaréwno chemiczna synteza zwigzkdéw powierzchniowo czynnych,
jak i pdzniejsze uzytkowanie syntetycznych detergentdw, niewatpliwie wywiera szkodliwy wptyw
na $rodowisko naturalne (Badmusiwsp., 2021). Zwigzki te sg czesto toksyczne i niedegradowalne,
dlatego mogg by¢ niebezpieczne dla Srodowiska. Szybki rozwdj biotechnologii, zielonej chemii
oraz wzrost $wiadomosci ludzkiej, co do potrzeby i koniecznosci ochrony srodowiska naturalnego,
przyczyniajg sie do wiekszego zainteresowania biosurfaktantami — naturalnymi surfaktantami
pochodzenia mikrobiologicznego (Shekhar i wsp., 2015), oraz nowymi syntetycznymi, ktére
wykazujg wysokg podatnos$¢ na biodegradacje (Zhang i wsp., 2021). Wykorzystujgc wiedze
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z obszaru biotechnologii, biosurfaktanty mozna w tfatwy sposéb otrzymaé poprzez proces
biosyntezy z udziatem mikroorganizmow. Producentami biologicznych surfaktantow sg gtownie
bakterie, drozdze, oraz niektére gatunki grzybow strzepkowych (Kashif i wsp., 2022). Ponadto,
otrzymywanie zwigzkdw powierzchniowo czynnych metodg syntezy biologicznej z udziatem
drobnoustrojéow odbywa sie w sposdb tagodny dla srodowiska i stwarza mozliwosci wykorzystania
do tego celu surowcéw odpadowych (Gaur i wsp., 2022).

Surfaktanty charakteryzuje wysoka aktywnos$¢ powierzchniowo czynna potgczona
z roznymi efektami biologicznymi, co jest scisle uzaleznione od ich struktury chemiczneji stezenia.
Dla przyktadu, ze wzgledu na zdolnos$¢ biosurfaktantéw do uszkodzenia bfon komodrkowych
gtéwnie prokariotycznych organizmoéw Gram-dodatnich, grzybow i niektérych wirusdw zwigzki te
charakteryzujg sie wtasciwosciami o znaczeniu terapeutycznym i biomedycznym (Naughton i
wsp., 2019). Wtasciwosci biobdjcze surfaktantéw czwartorzedowych soli amoniowych sg rowniez
powszechnie znane. Otdz wykazujg one dziatanie antagonistyczne w stosunku do bakterii Gram-
dodatnich, Gram-ujemnych, grzybéw oraz drozdzy (Kwasniewska i wsp., 2020). Ponadto, w wielu
badaniach in vitro wykazano niewatpliwy wptyw biosurfaktantéw na komorki nowotworowe,
zarowno ludzkie jak i zwierzece poprzez zahamowanie proliferacji, badZ zaindukowanie apoptozy
w zmienionych komadrkach (Ukaegbu i wsp., 2023).

Aktywnos¢ biologiczna surfaktantow jest powigzana rowniez z ich zdolnoscig do interakcji
z réznymi biatkami: enzymatycznymi, receptorowymi czy transportowymi (Otzen 2011).
Specyficzna budowa biatek i zwigzkéw powierzchniowo czynnych daje miedzy innymi mozliwosé
oddziatywania, ktorego efektem jest powstawanie mniej lub bardziej trwatych komplekséw (Bos
ivan Vliet 2001). Sumaryczny efekt takich interakcji jest wypadkowg oddziatywan hydrofobowych,
wigzan wodorowych, oddziatywan elektrostatycznych lub sit van der Waalsa (Sharma i wsp.,
2020). W srodowisku wodnym miedzy grupami niepolarnymi dochodzi gtéwnie do oddziatywan
o charakterze hydrofobowym. Znacznie stabsze, ale liczne w ukfadach surfaktant-biatko, sa
wigzania wodorowe. Natomiast, w przypadku sit elektrostatycznych energia takich oddziatywan
uzalezniona jest od stopnia zjonizowania czasteczek, zaleznego nie tylko od ich budowy
i konformacji, ale takze od pH i sity jonowej roztworu. Z kolei sity van der Waalsa, bedgce stabymi
przyciggajacymi oddziatywaniami o charakterze elektrostatycznym majg zazwyczaj drugorzedny
wptyw na interakcje biatek z surfaktantami. Na efektywnos¢ elektrostatycznego kompleksowania
biatek i surfaktantow wptywa zaréwno rodzaj surfaktantu jak i biatka (Otzen 2017). Wykazano
bowiem, ze rozmaite surfaktanty kompleksowane z tymi samym biatkiem tworzg ukfady o réznej
kompatybilnosci. W przypadku budowy biatek, duze znaczenie ma tu dostepnos¢ fragmentow
biomolekuty tworzgcych miejsca kontaktu. Dowiedziono, miedzy innymi, ze w przypadku biatek
globularnych w stanie natywnym liczebnos$¢ dostepnych miejsc kontaktu jest znacznie mniejsza
niz w przypadku proteiny o rozwinietej strukturze (Randolph i Jones 2002). Biatka tatwo ulegajgce
zmianom konformacyjnym, takie jak kazeina lub Zelatyna, wigzg mocniej surfaktanty niz biatka
globularne (albumina wotowa, B-laktoglobulina, lizozym).

Bardzo duze zainteresowanie kontaktami zwigzkdéw powierzchniowo czynnych z biatkami
zaowocowato opracowaniem szeregu metod doswiadczalnych pozwalajgcych na badanie
oddziatywan ligand-biatko na réznym poziomie szczegdtowosci. Wsrdd nich mozemy wyrdznic
metody pozwalajgce na jakosciowa identyfikacje wystepowania kontaktu miedzy biatkiem
aligandem, ilosciowe oznaczenie ich wzajemnego powinowactwa, jak réwniez strukturalne, dzieki
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ktorym mozliwe jest wyznaczenie trojwymiarowej struktury tworzonych komplekséw ligand-
biatko (Li i Lee 2019). Ponadto, komputerowe metody modelowania molekularnego odgrywajg
coraz wiekszg role w badaniu kompleksowych uktadéw biomakromolekularnych. Obecnie metody
dynamiki molekularnej, w tym dokowania molekularnego z powodzeniem pozwalajg na
przewidywanie struktury biatek, zmian konformacyjnych w obecnosci ligandow, jak réwniez
dostarczajg molekularnej interpretacji dla wynikéow otrzymywanych przez réznorodne techniki
eksperymentalne (Zhao i wsp., 2020).

Wiekszos¢ dotychczasowych badan dotyczacych odziatywania surfaktantéw z biatkami
poswieconych zostato interakcji protein z syntetycznymi anionowymi srodkami powierzchniowo
czynnymi. Badania te przeprowadzono z uzyciem modelowych biatek, takich jak lizozym (Mandal
i wsp., 2016), albumina (Deep i Ahluwalia 2001) oraz trypsyna (Ghosh 2008). Anionowe $rodki
powierzchniowo czynne w wielu przypadkach prowadza do denaturacji wiekszosci biatek.
Oddziatywanie anionowych surfaktantow z biatkami zachodzi na drodze interakcji hydrofobowych
i elektrostatycznych, ktére sg Sciéle zalezne zaréwno od struktury surfaktantéw jak i rodzaju biatka
(RandolphiJones 2002). Wykazano rowniez, ze surfaktanty anionowe znacznie efektywniej wigzg
sie z biatkami o nieuporzadkowanej strukturze, ale zalezy to réwniez od struktury samych
zwigzkéw powierzchniowo czynnych (Otzen 2017). Najnowsze badania wskazujg, ze surfaktanty
sg nie tyle inhibitorami, co modulatorami aktywnosci struktur enzymadw, co niewatpliwie budzi
duze zainteresowanie dla medycyny oraz przemystu farmaceutycznego i spozywczego (Olopoda i
wsp., 2022; Shehata i wsp., 2023).

Cho¢ wiadomo, ze syntetyczne surfaktanty majg zdolnos$¢ do silnego oddziatywania
z biatkami, nadal nie wszystkie aspekty tych interakcji zostaty w petni wyjasnione. W zwigzku
z tym, zrozumienie mechanizmdéw oddziatywan biatek z biosurfaktantami, oraz syntetycznymi
kationowymi surfaktantami, ktére wykazujg podatno$¢ na biodegradacje stanowi¢ moze
podstawe do podjecia racjonalnych strategii zastosowan takich uktadéw w wielu dziedzinach
nauki, takich jak biotechnologia, biochemia, medycyna, farmacja, czy rolnictwo, przektadajac sie
bezposrednio na standard zycia ludzkiego. Docelowo badania uktadéw biosurfaktant-biatko moga
przyczynic sie do zastgpienia surfaktantéw syntetycznych substancjami naturalnymi, przyjaznymi

ludziom oraz Srodowisku.
Cel badan

W ujeciu ogdlnym, za gtowny cel badan obrano szczegdtowa charakterystyke

molekularnych mechanizmow oddziatywania biosurfaktantéw i surfaktantéw czwartorzedowych

soli amoniowych z biatkami ze szczegdlnym uwzglednieniem roli struktury i dynamiki kompleksdéw

surfaktant-biatko w determinowaniu ich aktywnosci biologicznej, uzytkowej i zastosowan

w biotechnologii.

Inspiracjg do badan byty surfaktanty czwartorzedowych soli amoniowych: bromek (2-
dodekanoiloksyetylo)trimetyloamoniowy  (DMM-11), bromek (2-dodekanoiloksypropylo)
trimetyloamoniowy (DMPM-11), oraz bromek (2-pentadekanoiloksymetylo)trimetyloamoniowy
(DMGM-14) nalezgce do grupy chemodegradowalnych estrow kationowych, ktére pozyskatem
w ramach wspdtpracy z doktorem Jackiem tuczynskim z Politechniki Wroctawskiej. Materiat
badawczy stanowity rowniez lipopeptydowe biosurfaktanty: surfaktyna produkowana przez
bakterie Bacillus subtilis #309, oraz pseudofaktyna Il, wiskozyna i amfizyna produkowana przez
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bakterie Pseudomonas fluorescens, ktére wykazujg typowe wiasciwosci zwigzkow
powierzchniowo czynnych. Nalezy tutaj podkresli¢, iz w odréznieniu od syntetycznych,
niedegradowalnych surfaktantéw zwigzki te cechujg sie mniejszg toksycznoscig, wyzszg
biodegradowalnoscig oraz wyzszg aktywnoscig w szerokim zakresie temperatur, pH i zasolenia,
oraz lepszg srodowiskowg kompatybilnoscia.

Analizie poddano oddziatywania z albuming surowicy wotowej (ang. bovine serum
albumin, BSA) i lizozymem z biatka jaja kurzego (ang. hen egg white lysozyme, HEWL), ktére
postuzyty jako model biatek globularnych, ponadto cytochromem c (hemoproteina petnigca
funkcje transportera, model biatka biorgcego udziat w procesie apoptozy) oraz lipazg (model
biatka enzymatycznego o zastosowaniu przemystowym).

Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w o$miu oryginalnych pracach doswiadczalnych.
Najwazniejsze z uzyskanych wynikéw opisano ponizej.

Oddziatywanie zwigzkow powierzchniowo czynnych z albuming

W publikacjach (P1-P5) przedstawiono wyniki badan dotyczacych oddziatywania
zwigzkow powierzchniowo czynnych z biatkiem globularnym, BSA. Pierwszym etapem badan byto
wyjasnienie jak rodzaj czasteczki zwigzku powierzchniowo czynnego determinuje jego
oddziatywanie z albuming. W tym celu przeprowadzono badania nad oddziatywaniem
surfaktantow czwartorzedowych soli amoniowych (DMM-11, DMPM-11 (P1); DMGM-14 (P5),
oraz biosurfaktantow, amfizyny (P2), surfaktyny (P3) i pseudofaktyny Il (P4) z BSA. Albumina jest
jednym z gtéwnych biatek wystepujgcych we krwi i ma ona istotny wptyw na transport
i biodostepnos¢ lekéw podawanych dozylnie. Zatem jednym z istotnych elementéw badania
potencjalnych lekdw jest sprawdzenie ich zdolnosci do wigzania sie z albuming. Do badan
wykorzystano albumine surowicy wotowej, ze wzgledu na jej niskg cene, wysokg dostepnosc oraz
podobienstwa strukturalne z albuming surowicy ludzkiej. Od kilku lat prowadzone sg badania nad
wykorzystaniem biologicznie aktywnych lipopeptyddéw jako ligandow dla jonu metali
dwuwartosciowych. Mechanizm dziatania daptomycyny, naturalnie wystepujgcego antybiotyku
lipopeptydowego polega na wigzaniu sie (w obecnosci jonéw Ca?*) z btonami bakteryjnymi, co
wywotuje depolaryzacje btony i prowadzi do zahamowania syntezy biatek, DNA i RNA (Gregoire i
wsp., 2021). Z uwagi na te aktywnos$¢ biologiczna przeanalizowatem réwniez kompleksy amfizyny
(P2) i surfaktyny (P3) z jonami Cu?*, Zn%, Mg?* i Ca*'.

W wyniku interakcji liganda z biatkiem, wewnetrzna witasciwosé emisji biatka zostaje
zaburzona w zaleznosci od stezenia liganda. Dlatego tez, badanie widm emisji uznaje sie za
przydatng technike pomiaru mechanizmu oddziatywan miedzy ligandem a biatkiem.
Oddziatywania surfaktantow z BSA $ledzi sie wykorzystujgc wtasciwosci fluorescencyjne biatka,
ktére ze wzgledu na obecno$¢ tryptofanu zawierajgcego w swojej strukturze grupe indolows,
wykazuje fluorescencje przy dtugosci fali wzbudzenia 280 nm i dtugos¢ fali emisji okoto 340 nm.
Wykorzystujagc do badan metode spektroskopii fluorescencji wykazano, ze zaréwno surfaktanty
czwartorzedowych soli amoniowych, jak rowniez biosurfaktanty iich metalokompleksy posiadaja
zdolnos$¢ do wigzania sie z biatkiem globularnym i tworzenia komplekséw z BSA, przy czym
najstabsze wigzanie zaobserwowano dla DMGM-14. Wyniki te wskazujg na Scistg relacje pomiedzy
hydrofobowoscig surfaktantu a jego zdolnoscig do oddziatywania z albuming. Otrzymane wartosci
statych Sterna-Volmera dla wszystkich testowanych surfaktantéw rzedu 103-10* M7, oraz statych
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wygaszenia fluorescencji rzedu 10*-10* M st wskazuja, ze zwigzki te wygaszaja fluorescencje
BSA na drodze statycznej, tworzac niefluoryzujgcy kompleks BSA-surfaktant. BSA posiada szesc
miejsc wigzgcych, wysoce specyficznych, ktére majg rézng budowe oraz polarnosé (Spectoriwsp.,
1969). Najlepiej poznanymi miejscami wigzania sg subdomena lIA, oraz subdomena IlIA. Miejsca
te wykazujg powinowactwo do czasteczek lipofilowych i kwasnych. Pierwsze miejsce wigzania,
czyli subdomena IIA ma postac elastycznej, duzej kieszeni. W miejscu tym znajduje sie jedyny
w czasteczce BSA tryptofan (Trp213). Drugim miejscem wigzania jest subdomena IlIA, do ktorej
najwieksze powinowactwo majg mate, aromatyczne ligandy-obojetne lub ujemnie natadowane.
Uzyskane zmiany widm dichroizmu kotowego pozwalajg stwierdzi¢, ze zaréwno syntetyczny
surfaktant (DMGM-14), jak i pseudofaktyna Il produkowana przez P. fluorescens wptywajg na
dynamike biatka, co wykazano modyfikacjami w strukturze Il-rzedowej albuminy.
Prawdopodobnie wynika to z duzej elastycznosci, dzieki ktdrej czasteczki mogg w tatwiejszy
sposéb dopasowywac sie ksztattem do miejsca wigzania w biatkach indukujgc najwieksze zmiany
w strukturze IlI-rzedowej BSA.

Cennym uzupetnieniem badan spektroskopowych byto wykorzystanie molekularnego
dokowania w ocenie powinowactwa surfaktantéw do miejsca wigzania w BSA. Znajomos¢
struktury krystalograficznej BSA, ktérg pozyskano z bazy RCSB PDB: 3v03 pozwolita na
przygotowanie uktadow modelowych. Procedure dokowania molekularnego wykonano
w programie AutoDock 4.2, wybierajgc jako miejsce wigzania — miejsce lIA, w poblizu aminokwasu
Trp213. Analiza energetyczna i strukturalna zostata przeprowadzona dla konformacji o najnizszej
energii wigzania. Na podstawie uzyskanych wartosci AGping 05zacowano, ze pseudofaktyna Il ma
najwieksze powinowactwo do BSA (okofo —14 kcal/mol, Rycina 1) oddziatujgc gtéwnie poprzez
wigzania wodorowe, oddziatywania van der Waalsa i hydrofobowe, co potwierdzajg wyniki
eksperymentalne w grupie testowanych zwigzkéw, a najmniejsze powinowactwo wykazuje
DMGM-14 (okoto =5 kcal/mol, Rycina 2) oddziatujac przez sity van der Waalsa przy niewielkim
udziale energii elektrostatyczne;j.

Stosujac badania kalorymetryczne potwierdzono hipoteze, ze pseudofaktyna Il i DMGM-
14 wigzg sie do BSA na zasadzie spontanicznej reakcji (AG<0). Wykazano, iz majg one duze
powinowactwo do BSA (K pseudofaktyna II/BSA =6,25 x 10* M, Kic DMGM-14/BSA =
3,11 x 10° M™), a sitg napedowg obu reakcji sg oddziatywania hydrofobowe (AH>0, AS>0).

Rycina 1. Graficzna reprezentacja odziatywania pseudofaktyny Il z BSA.
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- oddziatywania hydrofobowe
i wigzanie wodorowe

Rycina 2. Graficzna reprezentacja odziatywania DMGM-14 z BSA.

Podsumowujac, rezultaty badan obliczeniowych opisane w artykutach (P1-P5), ktére

zostaty potwierdzone badaniami eksperymentalnymi wskazujg, ze wszystkie testowane

surfaktanty, zaréwno pochodne czwartorzedowych soli amoniowych, jak rowniez lipopeptydowe
biosurfaktanty i ich kompleksy z jonami Cu?*, Zn?*, Mg?* i Ca?* preferujg gtéwne miejsce wigzania
BSA. W odniesieniu do przeprowadzonych i przedstawionych powyzej badan nalezy podkresli¢,
ze zastosowane techniki dokowania molekularnego potwierdzajg jakos¢ zastosowanych technik
eksperymentalnych i opracowanej metodologii dla tej grupy syntetycznych i naturalnych
surfaktantéw, a takze pozwolity na istotne uzupetnienie danych dotyczacych okreslenia
odziatywania zwigzkdéw powierzchniowo czynnych z biatkami globularnymi o oczekiwanej
aktywnosci biologicznej, farmakologicznej i zastosowaniach przemystowych.

Odziatywanie zwigzkow powierzchniowo czynnych z lizozymem

Opornos¢ patogendw na leki i srodki dezynfekujgce jest od wielu lat ogromnym
wyzwaniem dla wspodtczesnej medycyny i niesie realne zagrozenie dla zdrowia oraz zycia
pacjentow, dlatego szuka sie sposobdw, aby problem lekoopornosci zminimalizowaé w oparciu
o racjonalng antybiotykoterapie (Mancuso i wsp., 2021). Jednym z jej zatozen jest wykorzystanie
zjawiska synergizmu, ktore polega na kojarzeniu dwdch lub  wiecej $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych o réznych mechanizmach dziatania, dajac silniejszy efekt bdjczy niz
zastosowanie pojedynczego zwigzku w wyzszej dawce (Zhu i wsp., 2022). Grupg zwigzkdw, ktora
od kilkunastu lat jest badana pod katem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, sg surfaktanty.
Dodatkowo, surfaktanty kationowe wykazujg powinowactwo do lizosomow, stad w tej grupie
upatruje sie nowych, bardziej skutecznych $rodkéw w walce z drobnoustrojami. Zwigzki
lizosomotropowe, do ktérych nalezg czwartorzedowe sole amoniowe dzieki amfifilowej budowie,
wnikajg do Swiatta komarki i oddziatujg z btong komdrkowa lizosomu. Fragment hydrofilowy
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o charakterze stabej aminy jest biernie transportowany do swiatta lizosomu, gdzie — ze wzgledu
na niskie pH srodowiska — petni role akceptora protondw. W ten sposéb utworzony zwigzek
w formie zjonizowanej nie jest w stanie przej$¢ przez btone lizosomu i gromadzi sie wewngatrz
niego. Aminy akumuluja sie w ten sposéb do osiggniecia stezenia wystarczajgcego do solubilizacji
btony i uszkodzenia struktury lizosomu (Kwasniewska i wsp., 2020).

Lizozym, inaczej muramidaza lub N-acetylomuramylohydrolaza, jest globularnym
biatkiem kationowym bedgcym enzymem nalezagcym do klasy hydrolaz o masie czgsteczkowe;j
14,4 kDa. Wystepuje powszechnie w przyrodzie: u zwierzat, roslin, bakterii i grzybéw. Lizozym
z biatka jaja kurzego (ang. hen egg white lysozyme, HEWL) jest czesto obiektem analizy interakc;ji
ligand-biatko. Dziata przeciwdrobnoustrojowo poprzez hydrolize wigzania glikozydowego
pomiedzy skfadnikami NAG (N-acetylglukozoamina) i NAM (kwas N-acetylomuraminowy)
tancuchéw polisacharydowych $cian komdérkowych niektérych bakterii. Dwoma resztami
aminokwasowymi zaangazowanymi w reakcje enzymatyczne jest kwas glutaminowy (Glu35) oraz
asparginowy (Asp52), ktére zlokalizowane sg po przeciwnych stronach szczeliny wigzgcej substrat
(Nawaz i wsp., 2022).

Zasadniczym celem badan ujetych w pracach (P5-P6) byto zrozumienie specyfiki
oddziatywan miedzy surfaktantami czwartorzedowych soli amoniowych, a lizozymem, oraz
okreslenie i poréownanie wtasciwosci bakteriobdjczych surfaktantéw w skojarzeniu surfaktantu
z biatkiem. W pierwszym etapie badan zwigzanych z analizg odziatywania lizosomotropowych
surfaktantéw z lizozymem wykorzystano wiasciwosci fluorescencyjne biatka wynikajgce
z obecnych w jego strukturze reszt aminokwasdéw aromatycznych. Lizozym zawiera szes¢ reszt
tryptofanu w pozycjach Trp28, Trp62, Trp63, Trpl08, Trpl11iTrpl123. Najbardziej dominujgcymi
aminokwasami aromatycznymi w czgsteczce lizozymu sg reszty Trp62, Trp63 i Trpl08 —
zlokalizowane w miejscu wigzania substratu (Shanmugaraj i wsp., 2015). W toku prowadzenia
badan wykazano, ze ze wszystkich trzech testowanych surfaktantéw czwartorzedowych soli
amoniowych, tylko DMGM-14 posiada zdolno$¢ wygaszania fluorescencji lizozymu. Otrzymana
wartos$¢ statej Sterna-Volmera wynosi 7,39 x 10% M, natomiast warto$¢ statej wygaszenia
fluorescencji wynosi 1,48 x 10 M? st Na skutek oddziatywania DMM-11 i DMPM-11
zlizozymem nastgpit wzrost intensywnosci fluorescencji. Jest to efekt rozwiniecia trzeciorzedowej
struktury lizozymu spowodowane]j oddziatywaniami hydrofobowymi. Lizozym jest natadowany
dodatnio ze wzgledu na obecnos¢ 17 protonowanych reszt zasadowych i 9 deprotonowanych
reszt kwasowych przy pH 7,4, a DMM-11 i DMPM-11 réwniez s3 natadowane dodatnio;
w konsekwencji mozliwe sg tylko oddziatywania o charakterze hydrofobowym. Obserwacje te
potwierdzono metoda dichroizmu kotowego. Uzyskujgc widma dichroizmu kotowego dla lizozymu
i lizozymu w uktadzie z surfaktantami, wykazujgce minima przy dtugosci fal 208 i 222 nm,
zaobserwowano, ze w wyniku dodatku DMM-11 w zakresie stezen od 0,35 mM do 1,4 mM
zawarto$¢ a-helisy lizozymu wzrosta z 43,25 do 58,25%. Dla DMPM-11 stosowanego w tych
samych stezeniach zawarto$¢ a-helisy lizozymu wzrosta z 43,25 do 62,80%, podczas gdy, dla
DMGM-14 w stezeniu 2 mM wzrosta do 67,4%.

Stosujgc badania kalorymetryczne potwierdzono hipoteze, ze surfaktanty DMM-11
i DMPM-11 wigzg sie do lizozymu na zasadzie spontanicznej reakcji (AG<0). Wykazano, iz majg
niskie powinowactwo do biatka (Kic DMM-11/lizozym=2,81x10®> M, Kic DMPM-
11/lizozym = 1,10 x 10* M), a sitg3 napedowa reakcji sg oddziatywania hydrofobowe (AH>O,
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AS>0) (P6). W przypadku DMGM-14 réwniez surfaktant ten ma niskie powinowactwo do lizozymu,
natomiast w tym przypadku sitg napedowa reakcji sg sity elektrostatyczne (P5).

Uzupetnieniem badan eksperymentalnych dla oddziatywania DMGM-14 z lizozymem byty
przeprowadzone symulacje dokowania molekularnego, ktére wskazaty, iz surfaktant ma
najwieksze powinowactwo to hydrofobowej kieszeni wigzgcej tworzonej przez reszty tryptofanu
(Trp62, Trp63 i Trpl08). Analiza strukturalna konformacji o najnizszej energii wigzania (okoto —4
kcal/mol) wykazuje, ze badany uktad jest rowniez stabilizowany przez sity van der Waalsa przy
niewielkim udziale energii elektrostatycznej. Hydrofilowa czes¢ DMGM-14 jest otoczona gtownie
przez hydrofobowe i polarne reszty aminokwasowe (1le58, Asn59, Trp63, 11e58, Trp108), podczas
gdy hydrofobowy fragment oddziatuje bezposrednio z resztami Trp62, Trp63, Leu75, Asp101
i Ala107 (Rycina 3).

\ K
\
/

Rycina 3. Graficzna reprezentacja odziatywania DMGM-14 z lizozymem.

Przeprowadzone testy in vitro dla surfaktantéw czwartorzedowych soli amoniowych
wykazaty ich wysokg aktywnos¢ przeciwbakteryjng. Aktywnos$é przeciwbakteryjng DMGM-14
(P5), DMPM-11 i DMGM-11 (P6) w skojarzeniu z lizozymem przetestowano przeciw szczepom
bakterii Gram—dodatnich i Gram—ujemnych: Enterococcus hirae ATCC 10541, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 10536 i Proteus mirabilis ATCC 21100. Rozwdj bakterii
byt silnie lub catkowicie hamowany przy stezeniach 2,5-20 uM dla surfaktantéw oraz w stezeniach
1,5-10 uM w skojarzeniu surfaktantéw z lizozymem. Wyniki te potwierdzajg ogdlng obserwacje,
ze kojarzenie dwéch srodkdw przeciwdrobnoustrojowych o réznych mechanizmach dziatania daje
silniejszy efekt bdjczy. Interesujgce jest, ze rdzng aktywnosé, w zaleznosci od rodzaju bakterii,
wykazujg testowane surfaktanty. Nie bez znaczenia w aktywnosci mikrobiologicznej jest budowa
czasteczek omawianych zwigzkdw powierzchniowo czynnych. Otéz zwigzki posiadajgce taricuch
alkilowy o dfugosci 10-12 atomdw wegla wykazujg najwiekszg aktywnos¢ biobdjczg w stosunku
do bakterii Gram-dodatnich i drozdzy. Przeciw bakteriom Gram-ujemnym najefektywniej dziataja
surfaktanty czwartorzedowych soli amoniowych o 14-16 atomach wegla w taricuchu alkilowym
(Buffet-Bataillon i wsp., 2012).

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna sformutowaé nastepujace wnioski:

badane surfaktanty oddziatujg z lizozymem, wptywajgc na jego strukture drugorzedows. Rodzaje
oddziatywan to gtéwnie, oddziatywania hydrofobowe, sity van der Waalsa i sity elektrostatycznego
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odpychania. Badane surfaktanty wykazujg aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg przeciwko
bakteriom E. hirae, E. faecalis, E. coli i P. mirabilis, a sita dziatania rosnie wraz z charakterem
hydrofobowym zwigzku. Dodatkowo wykazano, ze badane mieszaniny surfaktantéw z lizozymem
wykazujg synergizm dziatania przeciwdrobnoustrojowego.

Oddziatywanie zwigzkow powierzchniowo czynnych z cytochromem c

Hemoproteiny to biatka, ktérych cechg wspdlng jest obecnos¢ hemu — grupy
prostetycznej, ztozonej z pierscienia tetrapirolowego (protoporfiryny IX), potgczonego
z centralnie umiejscowionym, szesciokoordynacyjnym kationem zelaza. Przyktadem
hemoproteiny jest cytochrom c, biatko mitochondrialne, przenoszace elektrony pomiedzy Il a IV
kompleksem tarncucha oddechowego (Santucci i wsp., 2019). Cytochrom c jest wykorzystywany
jako model dla szeregu innych hemoprotein. W kolejnych badaniach (P7), zaliczanych do
osiggniecia naukowego skupitem sie na wyjasnieniu idei kompleksowania zwigzkéw
powierzchniowo czynnych z cytochromem c. W toku realizowanych badan, przedstawiono
komplementarne podejscie, oparte na wykorzystaniu technik spektroskopowych, dynamiki
rozpraszania $wiatta (ang. dynamic light scattering, DLS), pomiaru napiecia powierzchniowego,
oraz referencyjnej metody dynamiki molekularnej, do przeprowadzenia analizy strukturalnej
komplekséw surfaktant-cytochrom c¢. W realizowanych badaniach uzytem komercyjnie
dostepnego cytochromu c izolowanego z serca konia.

W celu okreslenia liczby miejsc wigzacych dla oddziatywania cytochromu ¢ z dwoma
wariantami surfaktantow (DMM-11 i DMPM-11) wykonano serie pomiaréw napiecia
powierzchniowego. W obu przypadkach mozna stwierdzi¢, ze stechiometria wigzania jest bliska
9:1 (surfaktant:biatko). Do okreslenia wielkosci czastek agregatéw zastosowano metode DLS,
ktéra pozwolita na wyznaczenie promieni hydrodynamicznych (Rn) komplekséw surfaktant-
cytochrom c¢. Wyznaczone promienie hydrodynamiczne wynoszg odpowiednio 1,45 dla
cytochromu ¢, 4,12 dla uktadu DMM-11/cytochrom ¢ i 3,98 dla uktadu DMPM-11/cytochrom c,
co $wiadczy o oddziatywaniu i wigzaniu sie surfaktantow do powierzchni biatka. Ponadto, w celu
okredlenia mechanizmu odziatywania surfaktantow z cytochromem c¢ wykonano serie
miareczkowan spektrofluorymetrycznych, wykorzystujgc wygaszanie fluorescencji reszt
tryptofanowych biatka pod wptywem wigzania surfaktanta. Na podstawie uzyskany wynikéw
wykazano liniowy wzrost maksimum fluorescencji pasma 326 nm po dodaniu submicelarnego
stezenia testowanych surfaktantow, ktérego wynikiem jest zwiekszenie odlegtosci pojedynczej
reszty tryptofanu (Trp59), ktéry zwigzany jest z grupg hemowa. Podobne rezultaty uzyskano
w wyniku rozwiniecia trzeciorzedowej struktury lizozymu spowodowanej oddziatywaniami
hydrofobowymi z DMM-11 i DMPM-11 (P6).

W dalszym etapie badan uzyskano widmo dichroizmu kotowego natywnego cytochromu
¢, wykazujgce minima przy dtugosci fal 208 i 222 nm, charakterystyczne dla struktury a—helisy.
W obecnosci surfaktantéw (DMM-11 i DMPM-11) ksztatt widm ulegt zmianie, a na podstawie
uzyskanych  krzywych  wyliczono  zawartosci  procentowe  poszczegdlnych  struktur
drugorzedowych. Procentowa zawartosci struktury a-helisy dla natywnego biatka wynosi 42,8%,
natomiast dodatek 5 mM DMM-11 i DMPM-11 spowodowat odpowiednio modyfikacje
konformacyjna cytochromu do 32,1% i 34,0% struktury a-helisy.
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Interesujgce rezultaty z punktu widzenia mechanizmow molekularnego oddziatywania
uzyskano w oparciu o dynamike molekularng, ktore wskazujg, iz oba testowane surfaktanty
(DMM-11 i DMPM-11) wptywajg na strukture natywnego biatka. Amfifilowy charakter taricucha
polipeptydowego cytochromu ¢, z duzym udziatem fatwo dostepnych niepolarnych reszt
aminokwasowych powoduje, ze wykazuje on silng tendencje do wigzania surfaktantéw do
fragmentéw hydrofobowych (Bushnell i wsp., 1990). Ponizej krytycznego stezenia micelizacji,
najsilniejsze oddziatywania zachodzg w obrebie biatka miedzy pozycjg 14 a 26 oraz 72 i 90
(Rycina 4).

Rycina 4. Graficzna reprezentacja odziatywania 8 czgsteczek DMM-11 z cytochromem c.

Powyzej krytycznego stezenia micelizacji wptyw ten Scisle zalezy od rodzaju czasteczki srodka
powierzchniowo czynnego. W przypadku DMM-11, gtéwne zmiany zachodzg wokét fragmentow
biatka miedzy pozycjg 1 i 25, natomiast obecno$¢ DMPM-11 wptywa na strukture fragmentu
biatka miedzy pozycjg 100 a 105 (Rycina 5). Dodatkowo, wykazano, ze niektére czgsteczki
surfaktantéw mogg oddziatywaé czescig polarng z powierzchnig biatka, jednak w wiekszosci
przypadkdéw oddziatujg poprzez ugrupowanie hydrofobowe. Powyzej krytycznego stezenia
micelizacji, oba surfaktanty (DMM-11 i DMPM-11) majg zdolno$¢ do samoorganizacji poprzez
hydrofobowe oddziatywania z biatkiem. Zmiany strukturalne tancucha polipeptydowego
wywotane odziatywaniem z surfaktantami wptywajg na witasciwosci strukturalne w poblizu
miejsca aktywnego, w ktérym znajduje sie czasteczka hemu. Jednakze, w toku prowadzonych
analiz wykazano, ze grupa hemowa charakteryzowata sie wysoka stabilnoscig strukturalng
w obecnosci testowanych surfaktantéw.
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Rycina 5. Graficzna reprezentacja odziatywania 30 czgsteczek DMM-11 z cytochromem c.

Na podstawie przeprowadzonych studiow literaturowych moge stwierdzi¢, ze:

dotychczas, nikt nie przedstawit wyjasnienia mechanizméw molekularnego oddziatywania
surfaktantéw czwartorzedowych soli amoniowych z cytochromem c. Zatem, uzyskane przeze
mnie wyniki badan uzupetniajg te luke i mogg by¢ przydatne do opracowywania zastosowan
pochodnych czwartorzedowych soli amoniowych, majgcych wtasciwosci lizosomotropowe
w medycynie, jako substancje o aktywnosci przeciwnowotworowej.

Oddziatywanie zwigzkdéw powierzchniowo czynnych z lipazami

Lipazy (acylohydrolazy triacyloglicerolu, EC 3.1.1.3) to jedna z wazniejszych grup
enzymdw, majgca wszechstronne zastosowania przemystowe, wynikajgce z ich unikatowych
wiasciwosci. Lipazy sg enzymami szeroko rozpowszechnionymi w $wiecie organizméw zywych ze
wzgledu na ich podstawowe znaczenie we wszystkich etapach metabolizmu ttuszczéw (Sarmah i
wsp., 2018). Lipazy pochodzenia mikrobiologicznego stanowig klase enzyméw najszerzej
stosowang w aplikacjach biotechnologicznych i syntezie organicznej. Do mikroorganizméw
wytwarzajgcych lipazy nalezg bakterie, drozdze i grzyby. Ponadto, dokonujacy sie szybki postep
naukowy w biologii molekularnej oraz w inzynierii genetycznej, umozliwia tworzenie nowych
mikrobiologicznych szczepdw produkujgcych Scisle okreslone, komercyjnie uzyteczne enzymy
lipolityczne (Contesini i wsp., 2020). Dzieki inzynierii genetycznej stata sie mozliwa poprawa
wtasciwosci funkcjonalnych enzymow, jak réwniez znaczne obnizyt sie koszt ich produkgji
i oczyszczania (Vieira Gomes i wsp., 2018). Wysoka czysto$¢ preparatu pozwala na uzycie go
w mniejszych ilosciach podczas procesu technologicznego. Cechg charakterystyczng tej grupy
biatek odrdzniajaca je od innych enzymow jest dziatanie na substraty nierozpuszczalne w wodzie.
W Srodowisku wodnym lipazy katalizujg reakcje hydrolizy triacylogliceroli, podczas gdy
w Srodowisku rozpuszczalnikdw organicznych enzymy te wykorzystywane sg do tworzenia wigzan
estrowych pomiedzy alkoholem (glicerolem) i resztami kwasow ttuszczowych.

Stosowanie lipaz w réznych gateziach przemystu znane jest od kilkudziesieciu lat. Enzymy
te znajdujg szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, mleczarskim,
kosmetycznym, oleochemicznym oraz produkcji ochrony roslin (Akram i wsp., 2023).

Strona | 15



Dr Tomasz Janek Zatgcznik nr 3. Autoreferat

Najwazniejsze i najbardziej komercyjne zastosowanie wiasciwosci hydrolitycznych lipaz to
dodawanie ich do surfaktantow, ktore gtownie wykorzystuje sie w srodkach piorgcych,
czyszczacych oraz w ptynach do zmywania. Zapotrzebowanie na enzymy usuwajgce ttuste plamy
juz w niskich temperaturach przyczynia sie do tworzenia nowych preparatdw enzymatycznych.

Zgodnie z powyzszym, wybor lipopeptydowych biosurfaktantéw produkowanych przez
bakterie P. fluorescens do badan nad wykorzystaniem w przemysle srodkow piorgcych nie byt
przypadkowy, a studia literaturowe doprowadzity mnie do skonstruowania szczepu
z nadprodukcja lipazy (YILip2) w drozdzach Yarrowia lipolytica, a wyniki badan zostaty ujete
w osiggnieciu naukowym (P8).

Celem badann opisanych w publikacji (P8) byta funkcjonalna nadekspresja genu
YALIOA20350g odpowiedzialnego za synteze lipazy (YILip2) w drozdzach Y. lipolytica. Biorgc pod
uwage liczne zalety Y. lipolytica, gatunek ten jest zaskakujgco rzadko stosowany do nadprodukcji
biatek na duzg skale. Za ten stan odpowiada gtéwnie produkcja zewngatrzkomaérkowych proteaz
degradujgcych biatko transportowane do pozywki hodowlanej. W celu pokonania tej przeciwnosci
skonstruowano szczep, w ktérych gen YALIOBO5654g kodujgcy kwasng zewnatrzkomdrkowa
proteaze (ang. acid extracellular protease, AXP) oraz gen YALIOF31889g kodujacy alkaiczng
zewngatrzkomorkowg proteaze (ang. alkaline extracellular protease, XPR2) poddano delecji.
W toku prowadzonych prac uzyskano konstrukt genetyczny, zawierajacy gen YALIOA20350g pod
promotorem UASgi6-TEF, w celu nadekspresji enzymu, w wyniku czego powstat szczep o nazwie
AJD AXAA-Lip2. W toku prowadzonych doswiadczen wykazano, ze usuniecie obu proteaz (AXP
i XPR2) znaczgco wptywa na stabilnos¢ sekrecyjnej lipazy (YILip2) wydzielanej przez Y. lipolytica,
nie przyczyniajac sie jednoczesnie do zmiany zywotnosci czy tempa wzrostu komodrek. YiLip2
sekrecyjnie wydzielong do podfoza oczyszczono, a nastepnie dokonano charakterystyki
substratowej dla tego enzymu, réwniez w obecnosci biosurfaktantéw. Uzyskane wyniki wskazujg,
ze lipaza (YILip2) wykazuje maksymalng wydajnos¢ katalityczng dla krétkotancuchowego
kaprylanu p-nitrofenylu (C8), podczas gdy wydajnos¢ katalityczna zmniejsza sie wraz ze wzrostem
dtugosci tancucha substratu, stosujgc laurynian p-nitrofenylu (C12) i palmitynian p-nitrofenylu
(C16). Badany enzym osigga maksymalng aktywnos¢ w temperaturze 37°C. W zakresie 25-45°C
aktywnos¢ enzymu prawie sie nie zmienia. Podobng optymalna temperature dziatania maja lipazy
pochodzgce z drozdzy Candida rugosa (35°C), Candida intermedia (40°C), Candida parapsilosis
(40°C) oraz Pichia guilliermondii (35°C) (Wang i wsp., 2007; Huang i wsp., 2008). Optymalne pH
hydrolizy kaprylanu p-nitrofenylu, katalizowanej przez YILip2 wynosi 8,0 i w zakresie pH od 6,5 do
9,0 enzym zachowuje potowe aktywnosci maksymalnej. Pod wzgledem optymalnych parametréw
reakcji podobne wtasciwosci wykazujg wymienione wczesniej lipazy pochodzace z C. rugosa oraz
C. intermedia, ktorych najaktywniejsze dziatanie odnotowane jest odpowiednio w pH 7,7 i 7,5
(Wang i wsp., 2007; Huang i wsp., 2008). Z przeprowadzonych badan wynika, ze aktywnosc¢
enzymu zalezy od obecnosci lipopeptydowych biosurfaktantéw, co zostato potwierdzone
wzrostem aktywnosci 2- i 1,6-krotnie w obecnosci odpowiednio 0,15 mM wiskozyny i 0,2 mM
amfizyny.

Oddziatywanie biosurfaktantéw (wiskozyny i amfizyny) z YiLip2 analizowano
wykorzystujgc wiasciwosci fluorescencyjne enzymu, ktéry ze wzgledu na obecnosé w swojej
strukturze reszt tryptofanu (Trp233, Trp271 i Trp285) wykazuje znaczng fluorescencje po
wzbudzeniu promieniowaniem o dfugosci fali 280 nm. Podczas miareczkowania YlLip2 badanymi
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zwigzkami, wyrazne maksimum fluorescencji przy 337 nm, ulega wyptaszczeniu co swiadczy
o selektywnym wygaszaniu reszt tryptofanowych, ktdre sg bardziej eksponowane do srodowiska
polarnego, a wiec tatwiej dostepne. W toku prowadzenia badan wykazano, ze wiskozyna posiada
wiekszg zdolno$¢ wygaszania fluorescencji YlLip2 niz amfizyna. Otrzymane state Sterna-Volmera
wynoszg odpowiednio 6,40 x 10> M dla wiskozyny i 5,66 x 10> M* dla amfizyny, natomiast state
wygaszenia fluorescencji wynoszg 1,28 x 102 M? s dla wiskozyny i 1,13 x 1022 M st dla
amfizyny. Tak duze wartosci statych wygaszenia fluorescencji wskazujg, ze zwigzki te wygaszaja
fluorescencje YlLip2 na drodze statycznej (tj. tworzenia niefluoryzujgcego kompleksu YiLip2-
biosurfaktant), a nie dynamicznej (na skutek zderzen) (Brown i Royer 1997). Silniejsze
oddziatywanie wiskozyny od amfizyny moze by¢ podyktowane zaréwno jej wieksza
hydrofobowoscig, jak i lepszym dopasowaniem ze wzgledu na jej wielkos$é. Z przeprowadzonych
badan wynika, ze na jedng czasteczke enzymu przypadajg dwie czgsteczki lipopeptydu, co zostato
potwierdzone badaniami napiecia powierzchniowego. Dodatkowo z uzyskanych parametrow
termodynamicznych dla obu biosurfaktantow wnioskuje sie, ze najwazniejszg role w stabilizacji
uktadu bedg odgrywaty oddziatywania van der Waalsa oraz wigzania wodorowe.

Na podstawie przeprowadzonych studiéw literaturowych moge stwierdzié, ze:

dotychczas, nikt nie przedstawit wyjasnienia mechanizmoéw molekularnych oddziatywania lipaz
z lipopeptydowymi biosurfaktantami. Uzyskane rezultaty wskazujg, iz wykorzystanie zjawiska
wygaszania fluorescencji YlLip2 przez biosurfaktanty jest stosunkowo szybka i doktadng metoda
badania zdolnosci wigzania sie zwigzkdw powierzchniowo czynnych z enzymami. Dodatkowo,
mogg by¢ one przydatne do opracowywania zastosowan zaréwno lipopeptydow, jak i lipaz
w biotechnologii, jak réwniez w wielu gateziach przemystu, w tym w produkcji detergentéw,
kosmetykow, farmaceutykoéw i zywnosci.

Przeprowadzone badania byty finansowane w ramach grantu SONATA BIS 7 przyznanego
przez Narodowe Centrum Nauki pt. ,,Badanie wptywu alternatywnych Zrédet wegla na proces
biosyntezy lipidéow w drozdzach Yarrowia lipolytica”, ktérego kierownikiem jest doktor Adam
Dobrowolski (Zatgcznik 4, 11.9.2.4).

Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ badawczych opisanych w cyklu prac

habilitacyjnych i ich potencjalne zastosowania

Celem przedstawionego cyklu prac byto zrozumienie specyfiki oddziatywan zwigzkéw
powierzchniowo czynnych z modelowymi biatkami: albuming surowicy wotowej, lizozymem
z biatka jaja kurzego, cytochromem c oraz lipazg z drozdzy V. lipolytica. Specyfika ta przektada sie
bezposrednio na molekularne mechanizmy sterujgce oddziatywaniami miedzyczasteczkowymi
w wielu uktadach wykorzystywanych w badaniach biologicznych, biotechnologicznych, przemysle
farmaceutycznym oraz kosmetycznym. Zdobywana w tym obszarze wiedza daje perspektywy
petnego zrozumienia fizykochemicznych podstaw aktywnosci powierzchniowo czynnej
naturalnych lipopeptydowych biosurfaktantow oraz pochodnych czwartorzedowych soli
amoniowych. Przedstawione badania niewatpliwie wpisujg sie w nurt badan podstawowych,
wynikajg bowiem z checi budowania wiedzy i zrozumienia ztozonosci proceséw zachodzgcych
przede wszystkim w uktadach surfaktant — biatko. W ramach przeprowadzonych analiz pokazuje,
ze badane przeze mnie zwigzki powierzchniowo czynne sg obiecujgcg i rozwojowg grupg
o potencjale aplikacyjnym w naukach biologicznych, biotechnologii, jak rowniez zastosowaniach
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przemystowych. Cele szczegdtowe przedstawionego cyklu prac byly ukierunkowane na
wyjasnienie strukturalnych aspektéw oddziatywania w nie do konca poznanych uktadach
surfaktant — biatko. Zdobyta wiedza przektada sie na zastosowania w projektowaniu nowych
rozwigzan terapeutycznych i przemystowych, w oparciu o biosurfaktanty, ktérymi
zainteresowanie nie stabnie, mimo iz sg znane od wielu lat.

Do najwazniejszych osiggnie¢ naukowych przedstawionych w cyklu 8 prac nalezy zaliczy¢:

1. Zaproponowanie i empiryczna weryfikacja metodologii stuzgcej do oceny charakteru
oddziatywan lipopeptydowych biosurfaktantéw, ich metalokomplekséw z jonami (Cu?,
Zn**, Mg?* i Ca?) oraz surfaktantéw czwartorzedowych soli amoniowych z BSA,
lizozymem, cytochromem c oraz lipazg na podstawie modelowej struktury;

2. Zaproponowanie metodyki analizy molekularnych  podstaw  oddziatywania
lipopeptydowych biosurfaktantow, ich metalokompleksow z jonami i surfaktantéw
czwartorzedowych soli amoniowych, ktéra pozwala okredli¢ typ oddziatywan tych
zwigzkéw z modelowymi biatkami.

3. Woyznaczenie niezdefiniowanych do tej pory parametréw opisujgcych zdolnos$¢ wigzania
zwigzkdw powierzchniowo czynnych pochodzenia mikrobiologicznego z modelowymi
biatkami o znaczeniu biologicznym, medycznym, biotechnologicznym i przemystowym;

4. Whykazanie, ze analiza interakcji surfaktantéw, réznigcych sie budowg molekularng,
z modelowymi biatkami, pozwala ustali¢, ze wielkos$¢ czgsteczki i jej hydrofobowos¢ sg
niezwykle istotnym czynnikiem regulujgcym oddziatywania surfaktant-biatko;

5. Wykazanie, ze na oddziatywanie surfaktant-biatko wptyw majg nie tylko hydrofobowos¢
i wielkos¢, ale réwniez struktura czy sekwencja aminokwasowa biatek. Poréwnanie
danych doswiadczalnych i literaturowych prowadzi do wniosku, ze przy tak duzej liczbie
zmiennych, zaréwno po stronie surfaktantow jak i biatek mato prawdopodobne jest
stworzenie jednego i ujednoliconego mechanizmu opisujgcego oddziatywanie pomiedzy
surfaktantami a biatkami.

6. Wykazanie, ze surfaktanty czwartorzedowych soli amoniowych uznawane za skuteczne
$rodki przeciwdrobnoustrojowe mogg w potgczeniu z lizozymem wykazywac synergiczne
dziatanie, co wykazano na przyktadzie testowanych zwigzkow.

7. Ponadto przeprowadzone badania ujawnity duzy potencjat aplikacyjny biosurfaktantéw
i surfaktantéw czwartorzedowych soli amoniowych, wskazujac na mozliwosci ich
praktycznego wykorzystania m.in. w biotechnologii, medycynie, ochronie srodowiska, czy
produkcji zywnosci.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowa albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegolnosci zagranicznej
5.1. Aktywnos¢ naukowa w jednostkach polskich

W latach 2005-2015 bytem zatrudniony na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego (szczegdtowy wykaz zatrudnienia zostat wskazany w punkcie nr 3 tego
Autoreferatu). Badania prowadzone w tym okresie byty scisle zwigzane z poszukiwaniem nowych
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zwigzkdw o charakterze powierzchniowo czynnym syntetyzowanych przez bakterie arktyczne,
ktore staty sie tematem mojej pracy doktorskiej obronionej w roku 2013. Promotorem mojej
pracy doktorskiej byt Profesor Marcin tukaszewicz z Zaktadu Biotransformacji Uniwersytetu
Wroctawskiego.

Gtéwnym celem prowadzonych przez mnie badan byto ustalenie, czy wyselekcjonowane
z gleby i wody Spitsbergenu izolaty bakteryjne sg zdolne do syntezy biosurfaktantéw, oraz w jaki
sposéb warunki prowadzenia hodowli wptywajg na produkcje tych zwigzkow. Kolejnym celem
moich badan byto oczyszczenie biosurfaktantdéw, oznaczenie struktury chemicznej i zbadanie
wtasciwosci wyizolowanych zwigzkdéw. W badaniach wykorzystatem trzy szczepy bakterii
arktycznych: P. fluorescens BD5, Pseudomonas putida BD2 oraz Rhodococcus fascians BD8. Dla
wszystkich otrzymanych biosurfaktantéw o oznaczonej strukturze prowadzitem badania, ktérych
celem byto okreslenie ich podstawowych wtasciwosci fizykochemicznych i uzytkowych takich jak:
napiecie powierzchniowe, krytyczne stezenie micelizacji, wielko$¢ miceli oraz witasciwosci
emulgujace. Szerokie spektrum aktywnosci biologicznej biosurfaktantow byto podstawg do
przeprowadzenia badan biologicznych w kierunku aktywnosci cytotoksycznej i proapoptotycznej
wyizolowanych zwigzkéw wobec komdrek nowotworowych, oraz zbadanie ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wobec ludzkich patogendw bakteryjnych i drozdzowych.

Niezwykle waznym wynikiem badan byto wykazanie, ze biosurfaktanty produkowane
przez szczep P. fluorescens BD5 to dwa nowe cykliczne lipopeptydy, ktére nazwano
pseudofaktynalill (Janekiwsp., 2010). Biosurfaktanty produkowane przez bakterie P. putida BD2
to diramnolipidy oraz fosfatydyloetanoloaminy (Janek i wsp., 2013b), podczas gdy biosurfaktanty
syntetyzowany przez szczep R. fascians BD8 to trehalozolipidy (Janek i wsp., 2018).
Podsumowujgc wyniki badan dotyczacych witasciwosci fizykochemicznych testowanych
biosurfaktantéw, mozna stwierdzi¢, ze wszystkie testowane zwigzki powierzchniowo czynne
posiadaty wysoka zdolnos¢ obnizania napiecia powierzchniowego wody oraz zwilzania
powierzchni szkta i plastiku. Z uwagi na bardzo dobre wtasciwosci fizykochemiczne, biosurfaktanty
syntetyzowane przez bakterie arktyczne mogg znalezé szerokie zastosowanie przemystowe.
Dzieki doskonatym witasciwosciom emulgujgcym, zwigzki te mogg by¢ potencjalnie
wykorzystywane w przemysle biotechnologicznym, farmaceutycznym, kosmetycznym,
w produkcji detergentéw, w przemysle spozywczym oraz petrochemicznym.

W trakcie realizacji badarn udowodnitem réwniez, ze biosurfaktanty pochodzenia
arktycznego ostabiajg adhezje komodrek i utrudniajg tworzenie biofilmu przez pie¢ gatunkow
patogennych bakterii oraz grzyba Candida albicans. Na podstawie przeprowadzonych analiz
zahamowania adhezji patogenéw do powierzchni polistyrenowej wyznaczytem optymalne
stezenia biosurfaktantéw dla procesu tworzenia biofilmu na powierzchniach szkta, plastiku
i silikonu (Janekiwsp., 2012; Janek i wsp., 2013b; Janek i wsp., 2018). Waznym z terapeutycznego
punktu widzenia jest fakt, ze pseudofaktyna Il produkowana przez szczep P. fluorescens BDS5, jak
rowniez trehalozolipid syntetyzowany przez bakterie R. fascians BD8 wykazaty znacznie wiekszg
cytotoksycznos¢ wobec komodrek linii nowotworowej czerniaka A375, w stosunku do
prawidtowych linii komadrek fibroblastow (ang. Normal Human Dermal Fibroblasts, NHDF) oraz
keratynocytéw (ang. Normal Human Epidermal Keratinocytes, NHEK) (Janek i wsp., 2013a).
W przypadku dwdch testowanych biosurfaktantéw udowodniono szereg mechanizmdw aktywac;ji
procesu apoptozy poprzez szlak wewnetrzny zwigzany bezposrednio z udziatem mitochondriow.
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Mechanizm dziatania pseudofaktyny Il jak i trehalozolipidu polega na wigzaniu sie biosurfaktantu
z btong komadrkowa, czego nastepstwem jest depolaryzacja btony. W komarkach linii czerniaka
A375 traktowanych pseudofaktyng Il i trehalozolipidem obserwowano typowe dla apoptozy
zmiany w wygladzie jader komdrkowych (kondensacja i fragmentacja chromatyny, prowadzace
do powstawania tzw. ciatek apoptotycznych). Poprzez dalsze badania zjawiska apoptozy
w oparciu o szereg typowych dla tego procesu znacznikéw biochemicznych, takich jak: wzrost
poziomu Ca?*, translokacja fosfatydyloseryny, fragmentacja DNA czy aktywacja kaspazy-3
wykazatem, ze apoptoza odgrywa gtéwng role w eliminacji komadrek czerniaka A375 poddanych
dziataniu biosurfaktantéw syntezowanych przez bakterie arktyczne.

Przeprowadzone badania opisano w czterech  pracach  opublikowanych
w miedzynarodowych czasopismach o wysokim wspodtczynniku oddziatywania (Zatgcznik 4, od
[1.4.1 do 11.4.4). Dodatkowo, czes¢ wynikéw otrzymanych w toku prac badawczych zwigzanych
z pracg doktorskg zostato zaprezentowanych w formie plakatéw na szesciu konferencjach
naukowych (Zatgcznik 4, od 11.7.1.1 do 1.7.1.6), jak rowniez w formie prezentacji ustnej na
konferencji - Central European Symposium on Antimicrobials and Antimicrobial Resistance CESAR
2012 (Zatacznik 4, 11.7.1.7). Dodatkowo w roku 2011, komunikat pt. , Antiadhesive activity of
biosurfactant pseudofactin Il secreted by Pseudomonas fluorescens BD5 against several
pathogenic microorganisms” zostat wyrézniony przez Komitet Miedzynarodowej Konferencji - 4th
Polish-Ukrainian Weigl Conference on Microbiology "From microbiology to synthetic biology”
(Zatacznik 4, 11.7.1.4). Przeprowadzone badania byty finansowane m.in. przez Narodowe Centrum
Nauki w ramach grantu na lata 2011-2013 pt. ,Biomedyczne zastosowania biosurfaktantow
syntetyzowanych przez mikroorganizmy pochodzenia arktycznego”, w ktérym bytem gtéwnym
wykonawcy (Zatgcznik 4, 11.9.2.5).

Podsumowaniem tego okresu pracy, byt artykut przeglagdowy opublikowany
w renomowanym czasopismie Critical Reviews in Biotechnology pt. ,Screening concepts,
characterization and structural analysis of microbial-derived bioactive lipopeptides: a review”.
Szeroki zakres tematyczny publikacji obejmowat przeglad metod produkcji, izolacji, badan
przesiewowych, jak réwniez metod oczyszczania i charakterystyki strukturalnej lipopeptydowych
biosurfaktantow przy uzyciu technik chromatograficznych i spektroskopowych (Zatacznik 4,
11.4.36).

Po obronie pracy doktorskiej, w 2015 roku zostatem zatrudniony jako asystent, a od roku
2018 jako adiunkt na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
(szczegdtowy wykaz zatrudnienia zostat wskazany w punkcie nr 3 tego Autoreferatu).

W roku 2015 podjgtem wspdtprace naukowa z doktorem habilitowanym Przemystawem
Krawczykiem z Katedry i Zaktadu Chemii Fizycznej Collegium Medicum im. Ludwika Rydgiera
w Bydgoszczy, ktora dotyczyta projektowania nowych sond fluorescencyjnych o potencjalnym
zastosowaniu w obrazowaniu medycznym. Poszukiwanie nowych znacznikéw jest waznym
nurtem naukowym, poniewaz ich zastosowanie w naukach biologicznych i medycznych jest
niedocenione i nie w petni wykorzystane. Realizowane przez mnie badania in vitro na komadrkach
eukariotycznych miaty na celu potwierdzenie stusznosci wyboru struktury chemicznej sond
fluorescencyjnych oraz wskazanie ich potencjalnego zastosowania w obrazowaniu komaérkowym.
Przeprowadzone przeze mnie badania na drozdzach (modelowym przyktadzie komodrek
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eukariotycznych) pozwolity wnioskowaé, ze wybarwienie komodrek jest wynikiem interakc;ji
koniugatu konkanawaliny A (ConA) znakowanej fluorochromami (4-dimetyloamino-3'-
izotiocyjanianie chalkonu, PKA; 4-(1H-fenantro[9,10-d]-imidazol-2-ilo)-benzaldehyd, PB1; 4'-(1H-
fenantro[9,10-d]-imidazol-2-ilo)-bifenylo-4-karboaldehyd, PB2; oraz 4-{N,N-Bis[4-benzylideno-2-
fenylo-1,3-oksazol-5(4H)-onolamino}benzaldehydu, PB3) z polisacharydami obecnymi w Scianie
komorkowej drozdzy. Ponadto, wtasciwosci spektralne otrzymanych koniugatéw z ConA
powoduja, ze barwniki PKA, PB1, PB2 oraz PB3 sg znacznikami konkurencyjnymi dla dostepnych
na rynku komercyjnym Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594, izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC) oraz
jodku propidyny. Z kolei przeprowadzone testy cytotoksycznosci wobec komorek gruczolaka
okreznicy linii HT-29 w hodowlach in vitro udowodnity, ze zaréwno PB3, jak i koniugat ConA-PB3
nie wykazujg wyraznej cytotoksycznosci przy stezeniach ponizej 20 uM, utrzymujgc zywotnoscé
komorek na poziomie powyzej 85%. Ponadto, widma dichroizmu kotowego koniugatu ConA-PB3
nie wykazywaty réznic wzgledem widm natywnej lektyny (ConA), wskazujac, ze barwnik PB3 nie
wptywa na strukture drugorzedowa biatka, a tym samym na interakcje ConA z resztami
mannozowymi oligosacharyddw wystepujgcych w Scianie komoérkowej drozdzy. W zwigzku z tym
istnieje mozliwos¢ zastosowania tych sond, jako fluoroforéw w znakowaniu lektyn do wykrywania
specyficznych ugrupowan weglowodanowych, a takze znakowania przeciwciat do testow
immunofluorescencyjnych.

Wyniki uzyskanych badan dla nowych fluorochroméw o potencjalnym zastosowaniu
w obrazowaniu medycznym opisano w czterech pracach opublikowanych w miedzynarodowych
czasopismach o wysokim wspdtczynniku oddziatywania (Zatacznik 4, od 11.4.6 do 1.4.9).
Dodatkowo, czes¢ wynikow otrzymanych w toku realizacji badan zaprezentowano w formie
komunikatéw zjazdowych na trzech konferencjach naukowych (Zatacznik 4, 11.7.2.3, 11.7.2.12 oraz
11.7.2.14).

Poza moimi gtéwnymi zainteresowaniami naukowymi angazowatem sie w projekty
prowadzone w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej. Wzigtem udziat w badaniach
dotyczacych analizy oddziatywar polihistydynowych cyklopeptydéw z jonami Cu®* i Zn*
w aspekcie projektowania mimetykow dysmutazy ponadtlenkowej (SOD z ang. SuperOxide
Dismutase). W wyniku tej wspdtpracy powstata publikacja naukowa w czasopismie International
Journal of Peptide Research and Therapeutics (Zatacznik 4, 11.4.13).

Ponadto, we wspdtpracy z doktor habilitowang Joanng Burger w ramach projektu
dotyczgcego analizy oddziatywan ligandéw aminofosfonowych z jonami metali w aspekcie
zastosowann  biomedycznych, wykazalismy iz modyfikowane strukturalnie ligandy
aminodifosfonowe wywodzace sie od kwasu nitrylotrimetylenofosfonowego wykazuja
selektywny efekt cytotoksyczny wobec ludzkich linii komdrek nowotworowych (gruczolaka
okreznicy i czerniaka ztosliwego skory), natomiast zwigzane w wapniowe lub magnezowe
kompleksy efekt ten tracy. Jednocze$nie zauwazylismy, ze aminobisfosfoniany wykazujg
tendencje odwrotng; wzmocnienie zdolnosci antyproliferacyjnych nastepowato po zwigzaniu sie
do twardego jonu metalu. Modyfikowane ligandy aminodifosfonowe w formie niezwigzanej
wykazaty takze silne dziatanie hamujgce migracje komdrek nowotworowych w warunkach in vitro.
Nasze badania to pierwszy opisany w literaturze przyktad analizy modyfikowanych ligandéw
aminodifosfonowych pod wzgledem efektu antyproliferacyjnego. W wyniku tej wspotpracy
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powstaty dwie publikacje naukowe w czasopismie New Journal of Chemistry (Zatacznik 4, 11.4.11
oraz 11.4.14).

Dodatkowo, we wspétpracy z doktor Anng Janicka-Ktos realizowatem badania dotyczgce
projektowania peptydomimetykéw mucyny 7 (MUC7), biatka ktére jest czescig
nieimmunologicznego  systemu  obronnego sliny. MUC7 wigze sie bezposrednio
z mikroorganizmami, aby utatwi¢ ich usuniecie z jamy ustnej. W ramach realizowanych badan
okreslono termodynamike, strukture i zdolnosci koordynacyjne peptydomimetykéw MUC7
z jonami cynku i miedzi, i poréwnano je z ich aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg, wyciggajac
whnioski na temat zwigzku miedzy strukturg komplekséw metal-peptyd a ich sposobem dziatania
i skutecznoscig. Wyniki uzyskanych badan dla peptydomimetykéw MUC7 dajg duzg nadzieje
w walce z patogenami opornymi na antybiotyki. Ponadto, wykazano, ze zaprojektowane peptydy
potrzebujg biologicznie niezbednych jondw metali, takich jak Zn?* i Cu** do wzmocnienia ich
dziatania przeciwdrobnoustrojowego. W wyniku tej wspdtpracy powstaty dwie publikacje
naukowe w czasopismie Journal of Inorganic Biochemistry (Zatacznik 4, 11.4.17) oraz International
Journal of Molecular Sciences (Zatgcznik 4, 11.4.29).

5.2. Aktywnos$¢ naukowa w jednostkach zagranicznych

W roku 2015 zainicjowatem wspdtprace z grupg kierowang przez Profesor Ligie
Rodrigues. Umozliwito mi to realizacje szesnastotygodniowego stazu badawczego w Centrum
Inzynierii Biologicznej Uniwersytetu Minho w Portugalii, a opiekunem mojego stazu byt
doktor Eduardo Gudifia. W zwigzku z kierowaniem dziataniem naukowym Miniatura 2 oraz
petnieniem funkcji wykonawcy w projektach finansowanych z Narodowego Centrum Badan
i Rozwoju oraz Narodowego Centrum Nauki (Projekty wykazane w Zataczniku 4; 11.9.2.2, 11.9.2.4
oraz 11.9.2.5) staz byt realizowany w etapach. Profesor Ligia Rodrigues (h-index=55) jest ceniong
naukowczynig, ktéra jest szczegdlnie zaangazowana w rozwdj technologii zwigzanych
z zastosowanie biosurfaktantéw w medycynie, w tym badan nad wykorzystaniem ich jako
substancji przeciwdrobnoustrojowych oraz przeciwnowotworowych (przyktady zrealizowanych
projektow: BIOCLEAN, BIOSURFA, MEDSURF). Nalezy dodaé, ze Profesor Ligia Rodrigues
wspofpracuje w zakresie badan naukowych dotyczgcych biosurfaktantow z jednostkami zaréwno
w kraju, jaki i za granica. Ponadto, Zespdt Profesor Rodrigues specjalizuje sie w waloryzacji
odpaddw pochodzgcych z przemystu rolno-spozywczego, przy udziale mikroorganizmow,
w substancje powierzchniowo czynne. Z uwagi na charakter moich gtéwnych zainteresowan
naukowych oraz prac badawczych realizowanych przeze mnie w ramach grantéw, moim
zadaniem podczas stazu byto opanowanie nowych metod umozliwiajgcych realizacje badan
aktywnosci biologicznej i wtasciwosci funkcjonalnych biosurfaktantow.

W trakcie stazu zrealizowatem dwa tematy projektowe. Bazg proponowanego pierwszego
projektu byty badania skierowane na aspekt wtasciwosci fizykochemicznych, biomedycznych oraz
aktywnosci biologicznej nowych synergicznych kompleksow lipopeptydowego biosurfaktantu,
pseudofaktyny Il z jonami metali dwuwartosciowych. Badania wtasciwosci adsorpcyjnych oraz
biomedycznych dla mieszanin pseudofaktyny Il z jonami metali miaty na celu przede wszystkim
wytypowanie uktadéw wykazujgcych synergizm w obnizaniu napiecia powierzchniowego, jak
rowniez posiadajgcych zwiekszong aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg przeciw wybranym,
standardowym patogennym szczepom bakteryjnym. Ponadto, znalezienie nowych komplekséw
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metali z pseudofaktyng I, aktywnych biologicznie przeciwko Staphylococcus epidermidis oraz
Proteus mirabilis oprdocz aspektu naukowego, ma niewatpliwie aspekt praktyczny i moze
w przysztosci zaowocowaé wdrozeniem uzyskanych komplekséw do przemystu medycznego
i farmaceutycznego. Cato$¢ badan opublikowano w czasopismie Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces (Zatacznik 4, 11.4.5). Badania zrealizowane w ramach tej czesci stazu byty
finansowane z Programu Wymiany Osobowej (polsko-portugalskiej), finansowanej przez MEIN
oraz Portugalska Fundacje Nauki i Technologii, w ktérym petnitem role kierownika polskiego
zespotu (Zatacznik 4, 11.9.2.3).

Kolejny temat badawczy realizowany w ramach stazu dotyczyt ekonomicznej produkcja
ramnolipidow przez bakterie Burkholderia thailandensis E264 przy uzyciu produktow ubocznych
przemystu rolno-spozywczego. Badania te pozwolity wykazaé, ze namok kukurydziany i wyttoki
oliwne sg perspektywicznym induktorem syntezy ramnolipidéw w hodowlach bakterii.
Dodatkowo, ze wzgledu na znaczacg aktywno$¢ powierzchniowg i emulgujgcg ramnolipidy
produkowane przez B. thailandensis E264 wydajg sie by¢ doskonatymi zwigzkami do zastosowan
ex situ jako czynnik intensyfikujacy wydobycie ropy naftowej ze zt67 oraz zanieczyszczonych gleb.
Wyniki tych badan zostaty uwzglednione w publikacji w czasopismie Applied Microbiology and
Biotechnology (Zatacznik 4, 11.4.30).

Wspodtpraca z zespotem kierowanym przez Profesor Rodrigues oraz doktora Eduardo
Gudifie jest przeze mnie kontynuowana w ramach projektu OPUS 19, ktérego jestem
kierownikiem i gtéwnym wykonawcy (Zatacznik 4, 11.9.2.6), oraz badan nad aktywnoscig
biologiczng i mechanizmami dziatania nowych komplekséw metali z lipopeptydowymi
biosurfaktantami produkowanymi na hydrolizatach odpadéw z przemystu rolno-spozywczego.
Dalsze plany naukowe obejmujg realizacje projektow opartych o chemoenzymatyczng synteze
i aktywnos¢ biologiczng nowych estréw poliolowych kwasow ttuszczowych.
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6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke

6.1. Osiggniecia dydaktyczne

6.1.1. Prowadzone kursy

Jestem autorem i wspodtautorem opracowan kurséw realizowanych dla studentéw
Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu oraz
studentow  Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we  Wroctawiu.
Przygotowatem i prowadze/prowadzitem nastepujgce kursy:

Mikrobiologia ogdina i Zywnosci dla studentéw kierunku Technologia i organizacja gastronomii -
studia stacjonarne, | stopnia. Przedmiot jest prowadzony przeze mnie od roku akademickiego
2020/2021 do chwili obecnej. Przedmiot realizowany jest przeze mnie w formie wyktadéw
i ¢wiczen praktycznych. Jestem autorem sylabusa do tego przedmiotu.

GMO-advantages and disadvantages dla studentéw z programu ERASMUS+. Przedmiot jest
prowadzony przeze mnie od roku akademickiego 2020/2021 do chwili obecnej. Przedmiot
realizowany jest przeze mnie w formie wyktadow. Jestem autorem sylabusa do tego przedmiotu.

Biotechnologia drobnoustrojéw dla studentow kierunku Biotechnologia - studia stacjonarne, I
stopnia. Przedmiot jest prowadzony przeze mnie od roku akademickiego 2021/2022 do chwili
obecnej. Przedmiot realizuje w formie ¢wiczen praktycznych. Jestem wspotautorem sylabusa do
tego przedmiotu.
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Wspbfczesne metody analizy substancji biologicznie aktywnych dla studentow kierunku
Biotechnologia - studia stacjonarne, Il stopnia. Przedmiot jest prowadzony przeze mnie od roku
akademickiego 2022/2023 do chwili obecnej. Przedmiot realizuje w formie wyktadéw. Jestem
autorem aktualnie obowigzujgcego sylabusa do tego przedmiotu.

Aktywne metabolity drobnoustrojow dla studentow kierunku Biotechnologia - studia stacjonarne,
Il stopnia. Przedmiot jest prowadzony przeze mnie od roku akademickiego 2022/2023 do chwili
obecnej. Przedmiot realizuje w formie wyktadow. Jestem wspdtautorem sylabusa do tego
przedmiotu.

Wspdfczesne metody projektowania i analizy lekdéw dla studentéw kierunku Farmacja — studia
stacjonarne, jednolite magisterskie, w roku akademickim 2016/2017 oraz 2017/2018. Przedmiot
fakultatywny realizowatem w formie wyktadow. Bytem wspdtautorem sylabusa do tego
przedmiotu.

Modern methods in drug design and analysis dla studentow z programu ERASMUS+ w roku
akademickim 2016/2017. Przedmiot fakultatywny realizowatem w formie wyktadéw. Bytem

wspotautorem sylabusa do tego przedmiotu.

Dodatkowo prowadzitem zajecia w ramach nastepujgcych kurséw:

(1) Chemia ogdlna i nieorganiczna dla studentow kierunku Farmacja i Analityka Medyczna
(w roku akademickim 2015/2016, 2016/2017 oraz 2017/2018). Przedmiot realizowatem
w formie ¢wiczen praktycznych;

(2) Szybkie metody mikrobiologicznej analizy zywnosci dla studentéw kierunku
Biotechnologia, | stopnia (w roku akademickim 2020/2021, 2021/2022 oraz 2022/2023).
Przedmiot realizowatem w formie wykfaddw;

(3) Szybkie metody mikrobiologicznej analizy Zywnosci dla studentéw kierunku Technologia
zywnosci i zywienie cztowieka oraz Zarzadzanie jakoscig i analiza zywnosci, Il stopnia
(w roku akademickim 2020/2021 oraz 2021/2022). Przedmiot realizowatem w formie
wyktaddéw;

(4) Biochemia dla studentéw kierunku Technologia zywnosci i zywienie cztowieka, | stopnia
(w roku akademickim 2020/2021); Przedmiot realizowatem w formie ¢wiczen
praktycznych;

(5) Biochemia dla studentéw kierunku Biotechnologia, | stopnia (w roku akademickim
2020/2021 oraz 2021/2022); Przedmiot realizowatem w formie éwiczen praktycznych;

(6) Biochemia dla studentéw kierunku Zarzadzanie jakoscig i analiza zywnosci, | stopnia
(w roku akademickim 2022/2023); Przedmiot realizowatem w formie C¢wiczen
praktycznych;

(7) Biochemia dla studentow kierunku Technologia i organizacja gastronomii, | stopnia
(w roku akademickim 2022/2023); Przedmiot realizowatem w formie ¢wiczen
praktycznych;

(8) Znaczenie gospodarcze GMO dla studentéw kierunku Biotechnologia, Il stopnia (w roku
akademickim 2020/21); Przedmiot realizowatem w formie wyktadow.
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6.1.2. Opiekun prac dyplomowych

Prace inzynierskie

(1)

(2)

Aleksandra Grzywacz: ,Projekt immobilizacji kolagenu w bakteryjnej celulozie jako
biomateriatu w inzynierii tkankowej”. Data egzaminu dyplomowego: 7 luty 2023;
Krystian Wojciechowski: ,Projekt biosyntezy y-dekalaktonu przez drozdze Yarrowia
yakushimensis z wykorzystaniem immobilizowanych enzyméw lipolitycznych”. Data
egzaminu dyplomowego: 7 luty 2023;

Sylwia Lenze: ,Projekt procesu otrzymywania bakteryjnych biosurfaktantéw w skali
bioreaktorowe]” Planowana data egzaminu dyplomowego: luty 2024;

Kamila Pietrzak: , Projekt procesu otrzymywania drozdzowych biosurfaktantéow w skali
bioreaktorowe]” Planowana data egzaminu dyplomowego: luty 2024.

Prace magisterskie

(1)

(11)

Piotr Woijcik: ,Zastosowanie metod spektroskopowych i dokowania molekularnego
w badaniach wtasciwosci fizykochemicznych i strukturalnych IV-rzedowych zwigzkéw
amoniowych z albuming”. Data egzaminu dyplomowego: 20 czerwca 2018;

Katarzyna Hyjek: ,0d fizykochemicznych badan oddziatywania surfaktantéw
lizosomotropowych z lizozymem do skuteczniejszych lekdw przeciwbakteryjnych”. Data
egzaminu dyplomowego: 20 czerwca 2018;

Daniel Drzewiecki: ,Produkcja biosurfaktantéw przez drozdze Yarrowia lipolytica”. Data
egzaminu dyplomowego: 13 lipca 2020;

Natalia Nieborak: “Wykorzystanie odpaddw pochodzacych z przemystu rolno-
spozywczego do produkcji  bakteryjnych  biosurfaktantow”. Data egzaminu
dyplomowego: 29 czerwca 2022;

Karolina Salomoriska: “ Optymalizacja produkcji biosurfaktantéw przez drozdze z kladu
Yarrowia”. Data egzaminu dyplomowego: 7 wrzesnia 2022;

Kamil Zagrodny: “ Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej liposomowych formulacji
glikolipidéw”. Data egzaminu dyplomowego: 4 lipca 2023;

Aleksandra Zimnicka: ,Wptyw bakteryjnych surfaktantow na wybrane wtasciwosci
emulsji”. Data egzaminu dyplomowego: 13 lipca 2023;

Maciej Szwechtowicz: , Evaluation of antitumor activity of lipopeptide biosurfactant with

|H

resveratrol”. Data egzaminu dyplomowego: 14 lipca 2023; praca w jezyku angielskim;
Kinga Hyla: ,Evaluation of the antitumor activity of liposomal formulations of
lysosomotropic surfactants”. Data egzaminu dyplomowego: 14 lipca 2023; praca w
jezyku angielskim;

Krystian Wojciechowski: “Badanie wptywu biosurfaktantéw na produkcje lipidéw
z odpadowego glicerolu przez wybrane gatunki nalezgce do kladu Yarrowia”. Planowana
data egzaminu dyplomowego: lipiec 2024,

Aleksandra Grzywacz: ,Ocena aktywnosci przeciwgrzybowej lipopeptydowych
biosurfaktantéw syntetyzowanych przez bakterie Pseudomonas fluorescens”.

Planowana data egzaminu dyplomowego: lipiec 2024.
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Petnitem réwniez funkcje recenzenta, oceniajgc tgcznie 10 prac dyplomowych — pie¢ prac
inzynierskich oraz pie¢ prac magisterskich.

Prace doktorskie

Petnie funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim magister Dominiki
Ciurko, dla ktérego w dniu 20 czerwca 2023 roku zostata powotana komisja doktorska do
przeprowadzenia czynnosci w postepowaniu doktorskim przez Rade Dyscypliny Nauki Biologiczne
na Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroctawiu. Planowana data obrony pracy doktorskiej:
pazdziernik 2023 roku.

Bytem réwniez opiekunem wolontariatow realizowanych przez studentéw Wydziatu
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci —
tacznie 5 oséb.

6.2. Osiggniecia organizacyjne

(1) Cztonkostwo w Komisjach Rekrutacyjnych na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego w roku akademickim 2011/2012, 2012/2013, 2013/2014 oraz
2014/2015; petnitem funkcje sekretarza Komisji Rekrutacyjnej;

(2) Cztonek zespotu ds. opracowanie ankiet ewaluacyjnych oraz przygotowanie raportow
z realizacji projektu ,,Uatrakcyjnienie i wzbogacenie ksztatcenia oraz zwiekszenie liczby
absolwentéw kierunku Biotechnologia | stopnia” wspdtfinansowanego ze Srodkéw Unii
Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego; od 2013 do 2015 roku;

(3) Cztonek Zespotu ds. strategii Centrum Biologii Doswiadczalnej oraz Innowacyjnych
Technologii Produkcji Zywnoéci utworzonego w ramach projektu ,Regionalne Centrum
Innowacyjnych Technologii Produkcji, Przetwérstwa i Bezpieczenstwa Zywnosci
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu”, w ramach Regionalnego Programu
Operacyjnego dla Wojewddztwa Dolnoslgskiego na lata 2014-2020; od 2019 — obecnie;

(4) Cztonek Komisji Konkursowej powotanej do przeprowadzenia postepowania
konkursowego na stanowisko: doktorant stypendysta w Katedrze Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci UPWr (cztery postepowania w roku 2021, jedno postepowanie
w roku 2023);

(5) Cztonek Zespotu ds. wspdtpracy z firmg Swiadczacg ustuge przeprowadzenia
szczegdtowej analizy zasobow ludzkich oraz opracowania systemu warto$ciowania
stanowisk pracy, systemu motywowania pracownikow i systemu oceniania
pracownikéw niebedgcych nauczycielami akademickimi Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu; od 2023 — obecnie

(6) Recenzent publikacji w zagranicznych czasopismach naukowych z listy Journal Citation
Reports (JCR) (81 recenzji; Zatacznik 4, 11.13.2) oraz petnienie funkcji cztonka komitetu
redakcyjnego oraz edytora goscinnego w czterech zagranicznych czasopismach
naukowych (Zatacznik 4, 11.12.2).
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6.3. Popularyzacja wiedzy

(1) W latach 2014-2017 prowadzitem zajecia w ramach Dolnoslagskiego Festiwalu Nauki.
W  ramach tej inicjatywy wspdtorganizowatem  nastepujgce  warsztaty:
,Biotechnologiczny zawrdt gtowy” (2014, 2015) oraz ,Teczowa chemia” (2016, 2017).

(2) W latach 2015-2016 bratem czynny udziat w prowadzeniu warsztatéw z chemii
nieorganicznej w ramach Dni Otwartych Wydziatu Farmaceutycznego organizowanych
przez Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu.

7. Omodwienie pozostatych osiggniec

7.1. Badanie mechanizmdw komplekséw metali z lipopeptydowymi biosurfaktantami na

wirulencje grzyba Candida albicans

Inwazyjne zakazenia grzybicze, wywotane zwtaszcza przez drozdze C. albicans, stanowig
istotny problem terapeutyczny ostatnich lat. Zwiekszajaca sie opornosé na leki antygrzybicze
wigze sie ze zwiekszong zachorowalnoscig, Smiertelnoscia, a takze zwiekszeniem kosztéw opieki
zdrowotnej. Wspdtczesna medycyna w walce z C. albicans postuguje sie jedynie terapia
z wykorzystaniem amfoterycyny B, czy flukonazolu. Ten sposéb leczenia nie przynosi catkowitego
ustgpienia infekcji. Czesto u pacjentow kandydozy sg przewlekte i nawracajgce. Dodatkowo
stosowane obecnie leki stajg sie przyczyng zaburzenia naturalnej mikroflory bakteryjnej oraz
powstawania nowych, bardziej opornych na antybiotyki populacji mikroorganizmoéw, takze
grzybéw. Z tego powodu poszukiwane sg nowe, alternatywne rozwigzania w leczeniu, co sktania
naukowcow do ciggtych poszukiwan nowych srodkéw zwalczajgcych infekcje grzybicze.

Gtownym celem projektu byto zbadanie wptywu nowych komplekséw lipopeptydowych
biosurfaktantéw z jonami metali (Ca®*, Mg?*, Zn?* oraz Cu®*) na gtéwne czynniki wirulencji
C. albicans: filamentacje, adhezje oraz tworzenie biofilmu. Réwnie istotnym stato sie okreslenie
wptywu komplekséw lipopeptydowych biosurfaktantdow na zainfekowane C. albicans linie
komorkowe nabtonka jelita. Poznanie wptywu komplekséw metal-lipopeptyd na ekspresje gendw
zwigzanych z wirulencja C. albicans postuzyto do wyjasnienia mechanizmu dziatania badanych
zwigzkow.

Wyniki uzyskane w ramach projektu wskazujg na hamujgcy wptyw surfaktyny, amfizyny
oraz ich kompleksdw metali na gtéwne czynniki wirulencji C. albicans. Obecnosé testowanych
komplekséw w podtozu RPMI-1640, znaczaco redukowata tworzenie filamentéw przez drozdze
C. albicans. W toku prowadzonych badan wykazatem réwniez hamujgcy wptyw komplekséw
metal(ll)-surfaktyna oraz metal(ll)-amfizyna na tworzenie filamentéw C. albicans, prowadzac
obserwacje w warunkach tlenowych i z obnizong zawartoscig tlenu, poniewaz mikroorganizm ten
moze zasiedla¢ nie tylko powtoki ciata, ale takze narzady wewnetrzne. Obserwowany hamujacy
wptyw komplekséw metal(ll)-surfaktyna oraz metal(ll)-amfizyna na proces tworzenia filamentéw
nie byt zwigzany z zabijaniem komodrek C. albicans, jak wykazaty doswiadczenia badajgce
przezywalno$c¢ tego patogenu. W ramach projektu wykazano rowniez hamujgcy wptyw na adhezje
C. albicans do polistyrenowej powierzchni. Dodanie komplekséw metal(ll)-surfaktyna oraz
metal(ll)-amfizyna spowodowato zaburzenie tworzenia biofilmu ztozonego z komérek w formie
drozdzowej, strzepek, jak i pseudostrzepek, tworzonego na podtozu RPMI-1640. Mikroskopowy
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obraz biofilmdéw mieszanych przypominat raczej komaorki w fazie adhezji, niz dojrzaty strukturalnie
biofilm. W toku badan wykazano rowniez, ze zastosowanie surfaktyny i amfizyny znaczgco
obnizyto adhezje C. albicans do ludzkich linii komdrek jelita CCD 841 oraz HT29, przy czym dodanie
kompleksdw metal(ll)-surfaktyna oraz metal(ll)-amfizyna wykazato silniejszy efekt niz uzycie tylko
biosurfaktantéw. Wyniki RT-gPCR pozwolity na analize zmian ekspresji gendw zwigzanych
z wirulencjg C. albicans, po ekspozycji komodrek na kompleksy metal(ll)-surfaktyna oraz metal(ll)-
amfizyna. Stwierdzono znaczgcg zmiane w ekspresji pieciu gendéw: Hwpl (ang. hyphal wall
protein), Als1 (ang. agglutinin-like sequence), Als3, Ecel (ang. extent of cell elongation) oraz Sap4
(ang. secreted aspartyl proteinases). Geny te biorg udziat w tworzeniu filamentéw, adhezji oraz
formowaniu biofilmow. Obnizenie transkryptu Hwp1, Als1 oraz Als3 jest zgodne z wczesniejszymi
obserwacjami, gdzie stwierdzono, ze zaréwno biosurfaktanty jak i ich kompleksy z metalami
powodujg zahamowanie filamentacji oraz redukujg przyleganie i tworzenie biofilmu przez
C. albicans. Wyniki analizy ekspresji genéw za pomocg RT-gPCR nie pozwolity na jednoznaczne
wykazanie szlaku sygnalnego cAMP-PKA (ang. cyclic adenosine monophosphate-protein kinase A).
W zwigzku z tym, zjawisko to wymaga dalszego wyjasnienia w ramach kontynuowanych przeze
mnie badan naukowych.

Realizowane przeze mnie badania miaty charakter poznawczy i stanowity kontynuacje
pracy dotyczacej badania aktywnosci biologicznej lipopeptyddw. Badania zmierzaty do oceny roli
dwuwartosciowych jonéw metali, jako dodatkéw do biosurfaktantéw zaangazowanych
w dynamiczne procesy hamowania adhezji oraz tworzenia biofilmdéw. Zrealizowane badania majg
tez aspekt medyczny — ich wyniki wskazujg na mozliwosci wykorzystania preparatéw naturalnych
surfaktantéw z jonami metali, jako lekdw biorgcych udziat w terapiach przeciwgrzybiczych.

Niniejsze badania zrealizowatem w ramach projektu Miniatura 2, pt. ,Badanie
mechanizmow kompleksow metali z lipopeptydowymi biosurfaktantami na wirulencje grzyba
Candida albicans”, w ktorym bytem kierownikiem i gtéwnym wykonawca (Zatgcznik 4, 11.9.2.5).
Wyniki otrzymane w trakcie realizacji tej czesci badan zostaty opublikowane w czasopismie
Biofouling (Zatacznik 4, 11.4.21). Dodatkowo, czes$¢ wynikdw otrzymanych w toku prac badawczych
zostato zaprezentowanych w formie plakatu na miedzynarodowej konferencji -
Biosurfactants2022 (Zatgcznik 4, 11.7.2.38).

7.2. Mikrobiologiczna produkcja biologicznie aktywnych zwigzkéow z odpadow
pochodzgcych z réznych gatezi przemystu

Kluczowym etapem proceséw zwigzanych z wykorzystaniem mikroorganizmoéw do
produkcji cennych metabolitéw jest dobdr substratu. Gtownym problemem sg koszty
mikrobiologicznej syntezy, wynikajgce z uzycia drogich surowcéw oraz niskiej wydajnosci
i efektywnosci mikroorganizméw. W zwigzku z powyzszym nacisk potozony jest na
wykorzystywanie substratéw tanich i odnawialnych, bedacych czesto odpadem z innych gatezi
przemystu. Obiecujgcym zrédtem wegla w procesach biotechnologicznych sg zatem produkty
uboczne przemystu rolno-spozywczego oraz glicerole odpadowe pochodzace z produkgji
biodiesla. Obecnie, petnie funkcje kierownika i gtéwnego wykonawcy w projekcie pt. ,,Potencjat
biotechnologiczny oraz aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa nowych koniugatéow biosurfaktant-
lipaza immobilizowanych na powierzchni biopolimeréw”, programu OPUS 19, finansowanym
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przez Narodowe Centrum Nauki (Zatgcznik 4, 11.9.2.6). Jednym z gtéwnych celdw niniejszego
projektu jest wykazanie roli surowcéw odpadowych w wydajnej biosyntezie biosurfaktantow
przez bakterie z rodzaju Bacillus i Pseudomonas. Badania wykonane w ramach niniejszego
projektu, wyznaczyty kierunek racjonalnego zagospodarowania makuchdéw roslin oleistych oraz
gliceroli odpadowych w produkcji mikrobiologicznych zwigzkdéw powierzchniowo czynnych.
Udowodniono potencjat bakterii B. subtilis, P. fluorescens oraz Pseudomonas antarctica do
produkcji lipopeptyddw. Przez wzglad na sktad chemiczny gliceroli odpadowych oraz makuchow
uzyskano istotng wydajnos¢ produkcji.

Dotychczasowe wyniki otrzymane w trakcie realizacji tej czesci badan zostaty
opublikowane w czasopismach z listy JCR (Zatacznik 4, 11.4.26, 11.4.31, 11.4.33, 11.4.35). Dodatkowo,
w toku realizacji badan powstat artykut przeglagdowy opublikowany w czasopismie Frontiers in
Bioengineering and Biotechnology pt. ,Phase Behaviour, Functionality, and Physicochemical
Characteristics of Glycolipid Surfactants of Microbial Origin” w ramach wspdtpracy
miedzynarodowej z grupg Profesora Stephena Eustona, z Uniwersytetu Heriot-Watt w Wielkiej
Brytanii (Zatgcznik 4, 11.4.37).

7.3. Produkcja zwigzkdw bioaktywnych z wykorzystaniem drozdzy z kladu Yarrowia

Obecnie jestem zaangazowany w badania realizowane w ramach Wiodgcego Zespotu
Badawczego BioTech@Life — Biotechnologia dla zycia i przemystu, ktorego liderem jest Profesor
Zbigniew Lazar. Jednym z nurtdow realizowanych w zespole jest wykorzystywanie metod
biotechnologicznego  pozyskiwania  cennych  zwigzkéw  bioaktywnych  przy  uzyciu
niekonwencjonalnych drozdzy charakteryzujacych sie réznorodnoscig uzdolnien fizjologicznych
i biochemicznych. Najlepiej poznanym przedstawicielem tej grupy sg drozdze z gatunku
Y. lipolytica, ktére posiadajg status GRAS (ang. Generally Recognize as Safe) nadany przed
Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw. Wsrdd drozdzy niekonwencjonalnych wyrdzniono
grupe zwang kladem Yarrowia, do ktérej poza wspomnianym szczepem drozdzy nalezy réwniez
14 innych gatunkéw. Celem prowadzonych badan jest miedzy innymi wykorzystanie drozdzy
z kladu Yarrowia do produkcji cennych metabolitow o wysokiej wartosci dodanej (biosynteza:
kwaséw organicznych (cytrynowego, izocytrynowego, bursztynowego, a-ketoglutarowego,
pirogronowego), polioli (mannitolu, erytrytolu), pochodnych lipidow i lipidow. W obszarze
zainteresowan Wiodgcego Zespotu Badawczego BioTech@Life wyrdzni¢ mozna waloryzacje
odpaddw pochodzgcych z przemystu rolno-spozywczego, przy udziale niekonwencjonalnych
drozdzy, w substancje moggce znalezé zastosowanie w réznych gateziach gospodarki i zycia
spotecznego.

Badania takie realizuje miedzy innymi w ramach projektu OPUS 19 pt. ,Wykorzystanie
lotnych kwaséw ttuszczowych do biosyntezy woskow przez drozdze Yarrowia lipolytica”, ktérego
kierownikiem jest Profesor Zbigniew Lazar (Zatgcznik 4, 11.9.2.7). Wychodzgc naprzeciw
oczekiwaniom rynku, celem niniejszego projektu jest biosynteza woskdéw przez olejogenne
drozdze Y. lipolytica. Przeprowadzone badania wykazaty, ze wklonowanie syntaz AWAT2, XtWS1
oraz MhWS do genomu drozdzy Y. lipolytica pozwolito na uzyskanie transformantéw VY. lipolytica
zdolnych do biosyntezy woskéw. Uzyskane badania wskazujg na duzy potencjat tych
mikroorganizméw do biosyntezy woskéw z wykorzystaniem lotnych kwaséw ttuszczowych,
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i stanowig niezwykle cenny wktad w ochrone srodowiska oraz poprawe jakosci zycia
spofeczenistwa. Dotychczasowe wyniki otrzymane w trakcie realizacji tej czesci badan zostaty
zaprezentowane na miedzynarodowych konferencjach naukowych (Zatacznik 4, 11.7.2.20,
11.7.2.30, 11.7.2.34, 11.7.2.39, 11.7.2.40, 11.7.2.46).

Kolejne badania bedgce przedmiotem mojego zainteresowania dotyczyty charakterystyki
reduktazy erytrozy, enzymu katalizujgcego ostatni etap syntezy erytrytolu w drozdzach
Y. lipolytica. W toku prowadzonych prac uzyskano konstrukt genetyczny, zawierajgcy gen
YALIOF18590g z fuzjg hist-tag na N-koncu, pod promotorem UASgie-TEF, w celu nadekspresji
enzymu. Reduktaze erytrozy sekrecyjnie wydzielong do podfoza oczyszczono, a nastepnie
dokonano petnej charakterystyki biochemicznej. Wykonano analize specyfiki substratowej
w zakresie réznych wartosci pH oraz temperatury. Uzyskane wyniki wskazujg, ze optimum
aktywnosci reduktazy erytrozy przypada na pH 3.0, co ttumaczy wydajng produkcja erytrytolu
przez drozdze Y. lipolytica w warunkach niskiego odczynu srodowiska. Optimum temperatury dla
tego enzymu wynosi 37 °C. Wykazano réwniez, ze obecno$¢ jondw metali dwuwartosciowych
w  $rodowisku reakcji enzymatycznej wptywa na aktywnos$¢ reduktazy erytrozy.
Z przeprowadzonych badan wynika, ze aktywno$¢ enzymu zalezy od obecnosci jonéw Zn%, co
zostato potwierdzone wzrostem produkcji erytrytolu o 15% w podtozu suplementowanym 0,25
mM Zn?* w pordéwnaniu do hodowli kontrolnej. Ponadto, przeprowadzajgc badania metods
dichroizmu kotowego oraz spektroskopii fluorescencyjnej potwierdzitem, ze jony Zn** maja wptyw
na strukture drugorzedowa enzymu, a co za tym idzie, zmiany strukturalne w obecnosci jonow
cynku zwiekszajg jego aktywnosé. Przeprowadzone badania byty finansowane przez Narodowe
Centrum Badan i Rozwoju w ramach grantu LIDER pt. ,Doskonalenie procesu biosyntezy
naturalnych substancji stodzgcych z surowcow odpadowych przez drozdze Yarrowia lipolytica”,
ktérego kierownikiem byta Profesor Aleksandra Mironczuk (Zatgcznik 4, 11.9.2.2). Catos$¢ badan
opublikowano w czasopismie Microbial Cell Factories (Zatgcznik 4, 11.4.12).

Kolejnym problemem naukowym, ktéry znalazt sie w kregu moich zainteresowan, jest
produkcja oraz charakterystyka enzymow proteolitycznych. Badania te realizowatem
z doktorantkg Dominika Ciurko, jak réwniez we wspdtpracy miedzynarodowej z Profesor Cécile
Neuvéglise z Univ Montpellier, INRA we Francji. W pierwszym etapie badan, z uwagi na niski stan
wiedzy w temacie enzymdéw proteolitycznych drozdzy kladu Yarrowia, wykonano analize
bioinformatyczng, obejmujgcy analize filogenetyczng oraz badania syntenii. Badano poziom
ekspresji gendw potencjalnie kodujgcych proteazy alkaliczne in silico, w réznych warunkach
hodowlanych oraz eksperymentalnie w podtozu wzbogaconym w mtéto browarniane, ktére jest
gtéwnym produktem ubocznym produkcji piwa. W kolejnych etapach badan charakteryzowano
biatka zaangazowane w proteolize mtéta browarnianego oraz wykonano analize proteomiczna,
oraz wyznaczono aktywnos$¢ proteolityczng enzymow kladu Yarrowia. Na podstawie analizy
bioinformatycznej wyrdzniono trzynascie grup domniemanych proteaz alkalicznych kladu
Yarrowia, a wsrdd nich grupe XPR2, stanowigcy zbidr enzymdw homologicznych wzgledem
zewngtrzkomorkowej proteazy alkalicznej (ang. alkaline extracellular protease, AEP). Na
podstawie analizy proteomicznej wykazano wysokg homologie enzymow wzgledem AEP
Y. lipolytica E150 (CLIB122), potwierdzajgc jednoczesnie sciste pokrewienstwo drozdzy kladu
Yarrowia. Dotychczasowe wyniki otrzymane w trakcie realizacji tej czesci badan opublikowano
w czasopismie International Journal of Molecular Sciences (Zatgcznik 4, 11.4.34).
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Ponadto, we wspdtpracy z cztonkami Wiodgcego Zespotu Badawczego BioTech@Life
bytem wspdtuczestnikiem badan dotyczacych, zwiekszenia produkcji fosfolipidow i kwasu
a-ketoglutarowego przez transformanty drozdzy Y. lipolytica z substratdow odpadowych.
Dodatkowo, realizowatem badania dotyczace biosyntezy kwasu cytrynowego, polioli (mannitolu,
erytrytolu i arabitolu), oraz lipidow przez drozdze z kladu Yarrowia. W projektach tych
zajmowatem sie opracowaniem metodologii i prowadzeniem badan dotyczacych analizy
ilosciowej i jakosciowe] frakcji lipidowej. Wyniki uzyskanych badan opisano w trzech pracach
opublikowanych w miedzynarodowych czasopismach o wysokim wspoétczynniku oddziatywania
(Zatacznik 4, od 11.4.27, 11.4.28, 11.4.32).

7.4. Plany na przysztosc

Obecnie petnie funkcje kierownika zadania badawczego realizowanego w ramach
projektu OPUS 24, pt. "Badania wptywu nowych lipopeptydowych biosurfaktantéw na trwatosé
cienkiego filmu cieczy i tworzenie kontaktu tréjfazowego w aspekcie ich wykorzystania w procesie

flotacji" zaplanowanego na lata 2023-2026 w ramach konsorcjum Politechnika Wroctawska -
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu. Projekt ten kierowany jest przez Panig Profesor Izabele
Polowczyk z Politechniki Wroctawskiej. Interdyscyplinarny charakter projektu, wigze sie ze
wspo6tpracg z wiodgcymi osrodkami w tym: Uniwersytetem Chemiczno-Technologicznym
w Pradze oraz Uniwersytetem Heriot-Watt w Wielkiej Brytanii.

Flotacja jest selektywnym procesem separacji czgstek statych, dzieki czemu znajduje
zastosowanie w wielu réznych gateziach przemystu. Proces ten wykorzystuje sie miedzy innymi
w oczyszczaniu sciekow, recyklingu tworzyw sztucznych, jednak swoje najszersze zastosowanie
znajduje w przemysle wydobywczym, do separacji czastek mineralnych. Dodatek odczynnikéw
flotacyjnych, do ktérych nalezg gtownie zwigzki powierzchniowo czynne (surfaktanty) jest
kluczowy dla zwiekszenia wydajnosci tego procesu. Od pewnego czasu prowadzone sg badania
nad zastgpieniem syntetycznych odczynnikéw flotacyjnych produktami naturalnymi. Szybki
rozwdj biotechnologii, inzynierii genetycznej oraz wzrost swiadomosci ludzkiej, co do potrzeby
i koniecznosci ochrony $rodowiska naturalnego, przyczyniajg sie do wiekszego zainteresowania
naturalnymi surfaktantami przejawiajgcymi podatnos¢ na biodegradacje.

Innowacyjnym aspektem projektu jest zastosowanie nowej klasy zwigzkéw
powierzchniowo czynnych pochodzenia biologicznego, niestosowanych wczesniej we flotacji
czastek naturalnie hydrofilowych i siarczkdw metali. Biosurfaktanty wykorzystane w badaniach
stanowic¢ bedg lipopeptydy produkowane przez nowe szczepy bakterii z rodzaju Pseudomonas.
Dodatkowo sam proces produkcji biosurfaktantéw zostanie zoptymalizowany z wykorzystaniem
statystycznego projektowania eksperymentu. Szczegdlng wartoscig dodang projektu jest
kompleksowe podejscie do korelacji wynikow eksperymentalnych z wynikami symulacji
podstawowego aktu flotacji, przy wykorzystaniu nowej klasy biomolekut, ktére dopiero zaczynajg
by¢ stosowane w uktadach flotacyjnych. Ponadto, badania eksperymentalne wsparte bedg
metodami obliczeniowymi, ktére umozliwiajg doktadne okreslenie charakteru oddziatywan.

Zadania badawcze zaplanowane w ramach niniejszego projektu, cho¢ majg charakter
badan podstawowych, majg na celu uzyskanie wynikéw o potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym.
Zastosowanie biosurfaktantéw w procesie flotacji moze by¢ uznane za przyjazne srodowisku
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i moze zwiekszy¢ efektywnosé ekonomiczng przerdbki rud oraz stanowi¢ bardziej ekologiczng
alternatywe dla juz stosowanych surfaktantéw syntetycznych.

Ponadto, moj rozwdj naukowy zwigzany jest z zaangazowaniem w realizacje aktualnych
projektéw badawczych realizowanych w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci oraz
Wiodgcym Zespole Badawczym BioTech@Life, uwzgledniajac pozyskiwanie finansowania na
nowe projekty, inicjacje wspodtpracy wielozespotowej, zaréwno z zespotami badawczymi w kraju
jak i zagranica.

7.5. Nagrody za dziatalno$¢ naukowg i organizacyjng

(1) Dwie Indywidualne Nagrody Rektora Uniwersytetu Wroctawskiego za wyrdzniajace sie
wyniki w pracy zawodowej — 2009, 2010;

(2) Zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Wroctawskiego za wyrdzniajgce sie wyniki
w pracy zawodowej — 2011;

(3) llwyrdznienie im. Rudolfa Weigla za komunikat pt. ,Antiadhesive activity of biosurfactant
pseudofactin Il secreted by Pseudomonas fluorescens BD5 against several pathogenic
microorganisms” przedstawiony podczas 4th Polish-Ukrainian Weigl Conference on
Microbiology, Wroctaw — 2011;

(4) Wyrdzinienie pracy doktorskiej przez Rade Naukowg Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego — 2013;

(5) Dwa stypendia naukowe dla mtodych doktoréw i doktorantéw Uniwersytetu
Wroctawskiego w ramach projektu "Rozwdj potencjatu i oferty edukacyjnej Uniwersytetu
Wroctawskiego szansg zwiekszenia konkurencyjnosci Uczelni" — 2014, 2015;

(6) Indywidualna naukowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu —
2018;

(7) Zespotowa naukowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu —
2019;

(8) Trzy indywidualne naukowe Nagrody Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu — 2021, 2022, 2023.

7.6. Podsumowanie dorobku naukowego

Podsumowujgc méj dorobek naukowy (dane na dzien 1 wrzesnia 2023 roku), tacznie
z publikacjami wchodzacymi w skfad osiggniecia naukowego wymienionego w punkcie 4
Autoreferatu, obejmuje 37 publikacji z listy Journal Citation Reports (JCR), (w tym 35 prac
oryginalnych i 2 artykuty przeglagdowe). Sumaryczny Impact Factor (IF) publikacji wynosi 158,271,
taczna liczba punktdow MEIN za publikacje wynosi 2792. Szczegdtowy wykaz mojego dorobku
naukowego zawiera Zatgcznik 4, a jego podsumowanie z wydzieleniem okresu po uzyskaniu

stopnia doktora, przedstawiajg ponizsze Tabele 1 2.
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Tabela 1. Podsumowanie efektow dziatalnosci naukowo-badawczej

Kategorlel Przed doktoratem Po doktoracie tacznie
opracowarh
, Pkt. | Impact | . Pkt. | Impact | Pkt. | Impact
tiezba | \viein | Factor | "2 | MEIN | Factor | " | MEIN | Factor

Oryginalne prace
tworcze
opublikowane w 4 132 15,29 31 2515 | 132,042 35 2647 | 147,332
czasopismach
zIF
Artykuty
przegladowe
RAZEM liczba

opracowar; punkty 4 132 15,29 33 2660 | 142,981 37 2792 | 158,271
MEiIN oraz IF

- 2 145 | 10,939 2 145 | 10,939

Tabela 2. Liczba cytowan oraz indeks Hirscha

Baza danych Web of Science Scopus Google Scholar
Liczba cytowan 742 845 1126
Liczba cytowan bez 650 761 -
autocytowan
Indeks Hirscha 13 15 16
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