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1. Imie i nazwisko: Katarzyna Hupert-Kocurek

2. Wyksztalcenie, posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2000:

1995-2000

1995

1990-1995

Doktor nauk biologicznych, Katedra Biochemii, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach (25.10.2000). Tytut rozprawy
doktorskiej ,Plazmidy szczepow Acinetobacter sp. i Planococcus sp.
zdolnych do degradacji wybranych zwigzkéw aromatycznych”,
promotor- prof. dr hab. Sylwia fLabuzek, recenzenci- prof. dr hab. Joanna
Radziejewska-Lebrecht (Uniwersytet Slagski w Katowicach), prof. dr hab.
Andrzej Leonowicz (UMCS w Lublinie)

Stuchacz studiéw doktoranckich w zakresie Przyrodniczych Podstaw
Ochrony Srodowiska, Katedra Biochemii, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach

Magister biologii, Katedra Biochemii, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach (15.07.1995). Tytut pracy
magisterskiej "Poréwnanie zdolnosci biodegradacji fenoli u réznych
szczepow bakterii", promotor prof. dr hab. Sylwia Labuzek

Studia magisterskie na kierunku Biologia na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2001-obecnie:

2002-2004

1999-2001

Adiunkt, Katedra Biochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Slaski w Katowicach

Visiting Research Associate, Michigan State University, Department of
Biochemistry and Molecular Biology, East Lansing, USA

Asystent, Katedra Biochemii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet Slaski w Katowicach
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4. Opis osiaggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. O
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) Tytul osiagniecia naukowego:

Czynniki determinujgce aktywnos¢ bakteryjnych 2,3-dioksygenaz katecholowych - kluczowych
enzymow w degradacji zwigzkdw o strukturze aromatycznej

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

(autorzy b, rok wydania, tytuty publikacji, wydawnictwo, tom, strony, IF, MNiSW, Cyt.: WoS/Scopus)

a0pis indywidualnego wktadu habilitanta w powstanie kazdej z wieloautorskich publikacji znajduje sie w Zatgczniku 3
(Wykaz opublikowanych prac naukowych lub twérczych prac zawodowych).

bOswiadczenia wszystkich wspotautoréw okreslajqce indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie poszczegdlnych
prac wchodzqcych w sktad osiggniecia naukowego znajdujq sie w Zatqczniku 5 (Oswiadczenia wspdétautoréw).

cWartos¢ IF wg JCR dla publikacji z roku 2012 podano zgodnie z rokiem opublikowania. Dla publikacji z lat 2013 i 2014
podano IFs.jetni.

dPunktacje MNiSW dla poszczegélnych publikacji podano zgodnie z punktacja okreslong w wykazie czasopism
naukowych obowigzujacym na koniec roku kalendarzowego, w ktérym ukazata sie publikacja.

4.1 Hupert-Kocurek K., Guzik U. Wojcieszyniska D. 2012. Characterization of catechol 2,3-
dioxygenase from Planococcus sp. strain S5 induced by high initial phenol concentration. Acta
Biochimica Polonica, 59, 345-351. (IF2012 1.185; MNiSW 20 pkt; Indeks cytowan: WoS 1, Scopus
2)

4.2 Wojcieszynska D., Hupert-Kocurek K., Guzik U. 2013. Factors affecting activity of catechol
2,3-dioxygenase from 2-chlorophenol-degrading Stenotrophomonas maltophilia strain KB2.
Biocatalysis and Biotransformation, 31, 141-147. (IFs.emi 1.051; MNiSW 15 pkt; Indeks cytowan:
WoS 0, Scopus 1)

4.3 Hupert-Kocurek K, Saczynska A., Piotrowska-Seget Z. 2013. Cadmium increases catechol
2,3-dioxygenase activity in Variovorax sp. 12S, a metal-tolerant and phenol-degrading strain.
Antonie van Leeuwenhoek, 104, 845-853. (IFs.iemi 2.118; MNiSW 20 pkt; Indeks cytowan: WoS 0,
Scopus 0)

4.4 Wojcieszyniska D., Hupert-Kocurek K., Guzik U. 2013. Influence of the entrapment of
catechol 2,3-dioxygenase in x-carrageenan on its properties. Polish Journal of Environmental
Studies, 22, 1219-1225. (IFs.iemi 0.808; MNiSW 15 pkt; Indeks cytowan: WoS 0, Scopus 0)

4.5 Hupert-Kocurek K., Stawicka A., Wojcieszyniska D., Guzik U. 2013. Cloning and mutagenesis
of catechol 2,3-dioxygenase gene from the gram-positive Planococcus sp. strain S5. Journal of
Molecular Microbiology and Biotechnology, 23, 381-390. (IFs.iemi 2.505; MNiSW 25 pkt; Indeks
cytowan: WoS 0, Scopus 0)

4.6 Hupert-Kocurek K., Wojcieszynska D., Guzik U. 2014. Activity of a carboxyl-terminal
truncated form of catechol 2,3-dioxygenase from Planococcus sp. S5. The Scientific World
Journal, vol. 2014, Article ID 598518, doi:10.1155/2014 /598518 (IFs.ietmi 1.603; MNiSW 30 pkt;
Indeks cytowan: WoS 0, Scopus 0)

Impact factor dla publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego wg bazy Journal
Citation Reports: 9.270
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Punktacja MNiSW publikacji wchodzacych w sktad osiaggniecia naukowego: 125

Liczba cytowan* publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego: wg bazy Web
of Science (WoS) -1/ wg bazy Scopus -3
*Dane z dnia: 17 luty 2014

c) Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Pierscien benzenowy jest druga, po reszcie glukozylowej, najbardziej rozpowszechniong
strukturg chemiczna w przyrodzie. Zwigzki o strukturze aromatycznej dostajg sie do srodowiska
zar6wno w wyniku naturalnych przemian resztek roslinnych i zwierzecych, jak réwniez s3
produkowane i uwalniane do Srodowiska w wyniku przemystowej i rolniczej dziatalnosci
cztowieka [1]. Gwattowny rozwdj przemystu, nieodpowiednia gospodarka odpadami i co za tym
idzie wzrastajace zanieczyszczenie Srodowiska naturalnego tymi toksycznymi, mutagennymi
i zarazem odpornymi na degradacje ksenobiotykami sktania do poszukiwan jak najbardziej
skutecznych metod ich utylizacji. Gtéwng drogg mineralizacji zwigzkow o strukturze
aromatycznej w Srodowisku jest ich degradacja przez oksygenazy, enzymy syntetyzowane przez
liczne bakterie, niektore grzyby i cyjanobakterie [2-5]. Wsréd oksygenaz na szczegdlng uwage
zastugujg dioksygenazy, ktore katalizujg rozszczepienie pier$cienia aromatycznego poprzez
wbudowanie do niego dwdch atomoéw tlenu. Enzymy te wykazuja zréznicowang specyficzno$¢
substratowq i czesto determinujg specyficzno$¢ catego szlaku przemian, w ktérych biorg udziat
[6,7]. Ze wzgledu na mozliwo$¢ potencjalnego zastosowania dioksygenaz w procesach
bioremediacji terenéw skazonych zwigzkami o strukturze aromatycznej istnieje koniecznos$¢
poszukiwania nowych enzymoéw tego typu oraz prowadzenia réznorodnych badan nad ich
stabilnos$cia, specyficznoscig substratowg czy mechanizmem katalizy. Wyniki takich badan
pozwalajg na wyselekcjonowanie enzyméw o witasciwosciach zapewniajgcych efektywne
usuwanie chemicznych zanieczyszczen ze Srodowiska.

Prezentowany cykl publikacji jest dokumentacja badan, ktére prowadzitam w celu
okreslenia wptywu wybranych czynnikéw Srodowiskowych na aktywno$¢ 2,3-dioksygenaz
katecholowych szczepéw Planococcus sp. S5 i Stenotrophomonas maltophila KB2 (pozycje 4.1 -
4.2 osiggniecia naukowego) wyizolowanych ze Srodowisk skazonych zwigzkami o strukturze
aromatycznej, charakteryzujacych sie wysokim potencjatem degradacyjnym. Do czynnikdw,
ktore czesto dzialaja hamujgco na aktywno$¢ enzymoéw zaangazowanych w degradacje
zwigzkOw aromatycznych nalezg jony metali. Réwnoczesne zanieczyszczenie Srodowiska
zwigzkami o strukturze aromatycznej i jonami metali ciezkich, zainspirowato mnie
do poszukiwania enzyméw degradacyjnych niewrazliwych na tego rodzaju jony. W kolejnej
pracy (pozycja 4.3 osiggniecia naukowego) przedstawitam wyniki badan nad izolacjg i wptywem

jonéw kadmu na aktywnos$¢ 2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu Variovorax sp. 12S
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wyizolowanego z gleby zanieczyszczonej metalami ciezkimi i zdolnego do degradacji fenolu.
Ze wzgledu na to, ze immobilizacja jest czynnikiem zwiekszajacym stabilno$¢ enzyméw, jak
réwniez chroni enzymy przed niekorzystnym wptywem czynnikéw Srodowiskowych,
co umozliwia wykorzystanie ich jako biopreparatéw w bioremediacji i przemysle, badatam
wptyw unieruchomienia 2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu KB2 w Zelu karagenianowym
na wilasciwosci tego enzymu (pozycja 4.4 osiagniecia naukowego). Poniewaz aktywnos$¢
katalityczna enzyméw moze takze zmienia¢ sie w wyniku zamiany nawet jednego aminokwasu
w sekwencji tych biatek, kolejnym celem prowadzonych przeze mnie badan byto opracowanie
metody selekcji aktywnych mutantéw 2,3-dioksygenazy katecholowej gramdodatniego szczepu
Planococcus sp. S5, ktéra umozliwitaby zbadanie wptywu mutacji na wtasciwosci tego enzymu,
arownocze$nie na identyfikacje reszt aminokwasowych istotnych dla jego aktywnoSci (pozycje
4.5 i 4.6 osiagniecia naukowego).

Bakteryjne dioksygenazy ekstradiolowe przeprowadzajg reakcje rozszczepienia
pierScienia aromatycznego substratu w pozycji meta, pomiedzy hydroksylowanym
a niehydroksylowanym atomem wegla. W centrum aktywnym tych enzyméw wykazano
obecno$¢ motywu 2-His-1-karbosylowego zwigzanego, wraz z dwiema czasteczkami wody,
z jonem dwuwarto$ciowego metalu, najczesciej zelaza Fe(1I) [7].

Ekstradiolowe rozszczepienie pierScienia aromatycznego przez dioksygenazy
rozpoczyna sie od usuniecia z centrum aktywnego enzymu 2 czasteczek wody i zwigzania jonu
zelaza z substratem przez dwie grupy hydroksylowe substratu. Substrat poczatkowo taczy sie
z Zelazem, jako monoanion, jedng deprotonowana grupa hydroksylowa. W miejscu aktywnym
wystepuja konserwatywne reszty Tyr i His. Deprotonowana grupa substratu oddziatuje poprzez
wigzanie wodorowe z reszta Tyr, co stabilizuje potaczenie enzym-substrat. Druga grupa
hyroksylowa substratu oddziatuje z reszta His wykazujaca silnie zasadowy charakter, dzieki
czemu dochodzi do deprotonacji drugiej grupy hydroksylowej substratu. Zwigzanie substratu
z zelazem aktywuje zelazo i umozliwia przytaczenie tlenu. W kolejnym etapie dochodzi do
potaczenia czasteczki tlenu z Fe?* i jej ataku na wegiel (C2) substratu. Powstaje semichinonowy
intermediat nadtlenku Zelaza. Dalej tlen jest protonowany przez proton pochodzacy z His,
nastepuje rozszczepienie wigzania O-O i powstaje nienasycony lakton. Ostatnim etapem
prowadzacym do powstania produktu koicowego jest hydroliza laktonu [6,8].

Do grupy dioksygenaz ekstradiolowych typu I naleza 2,3-dioksygenazy katecholowe
(C230) zaangazowane w rozkitad weglowodoréw jednopierscieniowych. Obecno$¢ tego typu
enzyméw stwierdzono u wielu gramujemnych szczepéw z rodzaju Acinetobacter, Alcaligenes,
Pseudomonas, jak réwniez u niektérych bakterii gramdodatnich [5,9]. Do tej grupy enzymoéow
zaliczono takze C230 szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2 [10] oraz C230 szczepu

Planococcus sp. S5 (pozycja 4.5 osiagniecia naukowego). 2,3-dioksygenazy katecholowe
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sg oligomerami ztozonymi z identycznych podjednostek. W kazdej podjednostce mozna
wyro6zni¢ dwie domeny: domene N-terminalng i katalityczng domene C-terminalng zawierajaca
dwuwarto$ciowy jon metalu koordynowany przez aminokwasy tworzace, wspomniany
wcze$niej, motyw 2-His-1-karboksylowy [7,10]. Jak wykazujg badania, wiekszo$¢ z opisanych
dotej pory 2,3-dioksygenaz katecholowych jest filogenetycznie spokrewniona, a geny je
kodujgce moga by¢ zlokalizowane w chromosomie bakteryjnym lub w plazmidach [3,10, pozycja
4.1 osiggniecia naukowego]. Mechanizm rozszczepienia pierscienia aromatycznego przez 2,3-
dioksygenazy katecholowe jest podobny do reakcji katalizowanych przez wszystkie typy
dioksygenaz ekstradiolowych.

Czynnikami wpltywajgcymi na aktywno$¢ dioksygenaz katecholowych i w konsekwencji
na szybko$¢ eliminacji zwigzkow o strukturze aromatycznej ze sSrodowiska sg przede wszystkim
pH, temperatura, stezenie i budowa substratu oraz obecno$¢ w $rodowisku reakcji zwigzkow
o charakterze inhibitorow badz aktywatordéw.

pH $rodowiska moze wptywaé na aktywnos$¢ enzyméw poprzez zmiane tadunku reszt
aminokwasowych biorgcych udziat w przytaczaniu substratu lub w katalizie. Na skutek zmian
pH, zmianom moze ulega¢ takze konformacja enzymoéw. Zmiana tadunku elektrycznego grup
znacznie oddalonych od miejsca aktywnego enzymu, ale niezbednych dla utrzymania aktywnej
struktury trzecio- i czwartorzedowej moze prowadzi¢ do rozluZnienia badz dysocjacji enzymu
na podjednostki, co powoduje obnizenie lub utrate jego aktywno$ci. Wiekszos¢ ekstradiolowych
dioksygenaz wykazuje najwyzszg aktywno$¢ w pH neutralnym, chociaz zidentyfikowano
réwniez enzymy aktywne w srodowisku o pH 9.0 -11.0 [9]. Badane enzymy: 2,3- dioksygenaza
katecholowa szczepu Planococcus sp. S5 jak i enzym szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2
charakteryzowat podobny profil pH. Oba enzymy wykazywaly najwyzsza aktywno$¢ w pH 8.0
i tracity okoto 80% aktywnosci w pH 6.0. Jednak w przeciwienstwie do C230 szczepu KB2,
enzym gramdodatniego szczepu z rodzaju Planococcus byt mniej wrazliwy na wzrost pH
$rodowiska i zachowywat okoto 30% aktywnos$ci w srodowisku alkalicznym (pH 10.0) (pozycje
4.11 4.4 osiggniecia naukowego). Niska wrazliwo$¢ na zmiany pH Srodowiska stanowi pozadang
ceche enzymoéw stosowanych w bioremediacji lub procesach przemystowych.

Kolejnym podstawowym czynnikiem modulujgcym aktywnosé wszystkich enzymow jest
temperatura. Wyniki badan (pozycja 4.1 osiggniecia naukowego) wykazaly, ze dioksygenaza
2,3-katecholowa szczepu Planococcus charakteryzowata sie najwyzsza aktywnoScig
w temperaturze 60°C. W temperaturze tej enzym byt jednak niestabilny i tracit aktywnos$¢
po okoto 10 min. Niska stabilno$¢ w wysokiej temperaturze byta najprawdopodobniej zwigzana
z podjednostkowa budowa enzymu. Zachowywat on okoto 70% swojej aktywnosci po 20 min
inkubacji w temperaturze 50°C i blisko 10% aktywno$ci po 60 min inkubacji w 40°C. Wzrost

temperatury powodowat rowniez wzrost aktywnosci C230 pochodzacej z komoérek szczepu
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Stenotrophomonas maltophilia KB2, jednak profil temperaturowy tego enzymu znacznie réznit
sie od profilu C230 szczepu z rodzaju Planococcus. Najwyzsza aktywno$¢ enzym ten wykazywat
w 25°C. Dalszy wzrost temperatury prowadzit do stopniowego obniZania jego aktywno$ci
(pozycja 4.4 osiagniecia naukowego). Nalezy zwrocié uwage, ze wysoka aktywnos$¢ wiasciwa
enzymu szczepu KB2 w niskich temperaturach, siegajaca 400 mU/ min/mg biatka
w temperaturze od 5°C do 20°C, zapewnia skuteczng degradacje pier§cienia aromatycznego
w warunkach panujgcych w srodowisku naturalnym.

Dioksygenazy katecholowe wykazuja zréznicowang specyficzno$¢ substratowg i czesto
determinujg specyficzno$¢ catego szlaku przemian zwigzkéw o strukturze aromatyczne;j,
w ktéorych biorg udziat. Ich substratem moga by¢ zaréwno katechol jak i jego pochodne
zawierajgce podstawniki metylowe, etylowe badz chlorowe [6,7]. Wiekszo$¢ tego typu enzymow
rozszczepia katechol z wieksza wydajnoscia niz jego podstawione pochodne poniewaz
ekstradiolowe rozszczepienie niektérych metylowych i chlorowych zwigzkéw aromatycznych
moze prowadzi¢ do powstawania toksycznych acylohalogenkéw lub metylomukonolaktonéw,
ktére powoduja ich inaktywacje [12,13]. Ponadto, nizsza wydajnos$¢ procesu rozszczepienia
chlorowych pochodnych katecholu jest spowodowana tym, ze chlor jest podstawnikiem silnie
elektroujemnym, dezaktywujacym pierscien aromatyczny. Kolejny etap badan obejmowat zatem
okreslenie wplywu budowy i wlasciwosci substratu na aktywno$¢ 2,3-dioksygenazy
katecholowej. Badania aktywnos$ci wlasciwej dioksygenaz katecholowych wzgledem katecholu
i jego pochodnych: 3- i 4-metylokatecholu oraz 4-chlorokatecholu wykazaty, Ze obecno$¢ grupy
metylowej w pozycji meta pier$cienia aromatycznego substratu powodowata znaczne obnizenie
aktywnos$ci badanych enzymdéw. Wzgledem 3-metylokatecholu aktywno$¢ tych enzymoéw
stanowita jedynie 10% ich aktywnos$ci wzgledem katecholu. Obecno$¢ grupy metylowej
W pozycji para pier$cienia aromatycznego substratu nie wptywata na aktywnos$¢ C230 szczepu
Planococcus sp. Nieznacznie nizszg aktywnos$¢ wzgledem tego substratu wykazywata C230
szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2 (pozycje 4.1 i 4.2 osiaggniecia naukowego). C230
tego szczepu, wykazujgca najwyzsza aktywno$¢ wzgledem katecholu jako substratu, jest zatem
typowa dioksygenaza katecholowa. Interesujace wyniki otrzymano badajac aktywno$¢ 2,3-
dioksygenaz wzgledem 4-chlorokatecholu. Obecnos¢ atomu chloru w pier$cieniu aromatycznym
substratu wptywata hamujaco na aktywno$¢ C230 szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2,
podczas gdy enzym szczepu Planococcus sp. S5 wykazywal wzgledem tego substratu
aromatycznego aktywno$¢ dwukrotnie wyzszg w poréwnaniu z jego aktywno$cig wzgledem
katecholu (pozycje 4.1 i 4.2 osiagniecia naukowego). Wyzsza aktywno$¢ 2,3-dioksygenazy
katecholowej szczepu S5 wzgledem 4-chlorokatecholu w poréwnaniu z katecholem wyrdéznia
ten enzym spos$rod poznanych dotad dioksygenaz zaréwno bakterii gramdodatnich,

jak i gramujemnych i moze sugerowac obecno$¢ mechanizmdéw warunkujacych reaktywacje tego
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enzymu w komorkach szczepu Planococcus sp. Czyni to badany enzym i szczep bakteryjny
uzytecznymi w bioremediacji Srodowisk zanieczyszczonych szczegdblnie ucigzliwymi i trudnymi
do usuniecia chlorowymi zwigzkami aromatycznymi.

W S$rodowisku, oprécz zwigzkéw stanowiagcych substraty dioksygenaz katecholowych,
bardzo czesto obecne sg zwigzki chemiczne, ktére moga by¢ inhibitorami, jak i aktywatorami
tych enzymow. Do tego typu zwigzkdéw nalezg pochodne fenolowe, ktére swojg budowa
przypominaja katechole i przez to uwazane s3 za kompetycyjne inhibitory dioksygenaz
katecholowych [13]. Badania prowadzone w ramach prezentowanej rozprawy habilitacyjnej
(pozycja 4.2 osiggniecia naukowego) jednoznacznie wykazaly hamujacy wptyw tego typu
zwigzkow na aktywno$¢ C230 szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2. W obecnosci
wszystkich badanych stezen 2- i 3- metylofenolu oraz 2- i 4- chlorofenolu obserwowano spadek
aktywnos$ci wlasciwej enzymu. Warto jednak podkresli¢, Ze w obecnosci tych zwigzkéw enzym
nadal wykazywat okolo 60-70% swojej aktywnos$ci. Aktywno$¢ ta zmniejszata sie znacznie
w obecnosci 2,4- dichlorofenolu. Mogto to by¢ zwigzane z faktem, iz dioksygenazy katecholowe
wykazuja wieksze powinowactwo do substratéw zawierajacych grupy elektronoakceptorowe
w pierScieniu benzenowym. Hamujacy wplyw na aktywnos$é¢ C230 wykazywaty réwniez
alkohole alifatyczne. Spadek aktywnosci €230 ($rednio o okoto 35%) obserwowano
w obecnosci etanolu i butanolu we wszystkich badanych stezeniach oraz metanolu w stezeniu
500 i 1000 pM. Metanol w nizszym stezeniu (100 uM) dziatal aktywujaco na enzym,
najprawdopodobniej poprzez zwiekszenie jego stabilnosci.

Ze wzgledu na obecno$¢ jondw zelaza (II) w centrum aktywnym, dioksygenazy
katecholowe sg wrazliwe na dziatanie czynnikéw oksydacyjnych i zwigzkéw chelatujacych [14].
Prowadzone badania (pozycja 4.2 osiggniecia naukowego) wykazaty, ze H,0, w stezeniu 10 uM
powodowat obnizenie aktywnos$ci 2,3-dioksygenazy katecholowej pochodzacej ze szczepu KB2
o okoto 80% i catkowitg utrate aktywnosci 2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu z rodzaju
Planococcus (pozycja 4.1 osiagniecia naukowego). Obserwowany w badaniach hamujacy wptyw
nadtlenku wodoru byt zwigzany z inaktywujagcym enzymy utlenianiem jondéw zelaza (II)
dojonéw zelaza (III). Natomiast, sposrod testowanych zwigzkéw chelatujacych, hamujacy
wpltyw na aktywno$¢ 2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu KB2 wywierata jedynie 8-
hydroksychinolina w stezeniu 10 uM. W obecno$ci wyzszych stezen tego zwiazku, jak réwniez
w obecnosci innych chelatoréw (EDTA i fenantrolina) we wszystkich badanych stezeniach nie
obserwowano hamowania, ale wzrost aktywnos$ci badanego enzymu (pozycja 4.2 osiggniecia
naukowego).

Badania nad 2,3-dioksygenaza katecholowa szczepu KB2, wykazaly wyjatkowo wysoka
aktywnos$¢ degradacyjna enzymu [10, pozycja 4.2 osiagniecia naukowego], ale r6wnocze$nie

jego wrazliwo$¢ na rézne czynniki sSrodowiskowe (pozycja 4.2 osiagniecia naukowego, IF),
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co znacznie ogranicza mozliwo$¢ potencjalnego zastosowania tego enzymu w procesach
bioremediacji. Czynnikiem, ktéry moze stabilizowac¢ i wydtuza¢ zywotnos$¢ biokatalizatora, jak
réwniez chroni¢ enzym przed negatywnym wptywem S$rodowiska jest jego unieruchomienie
na no$niku. Jedng z czesto stosowanych, przebiegajaca w tagodnych warunkach, prosta i tanig
metoda immobilizacji enzymdw jest ich putapkowanie w Zelach, najcze$ciej alginianie wapnia
i charakteryzujacym sie wyzszg odpornos$cig na stres mechaniczny k-karagenianie [15,16].
Poniewaz unieruchomienie 2,3- dioksygenazy katecholowej szczepu KB2 w zZelu alginianowym
nie spowodowalo istotnych zmian jej wrazliwo$ci na hamujace dziatanie zwigzkéw fenolowych,
a jedynie w nieznacznym stopniu chronito enzym przed dziataniem alkoholi alifatycznych [17],
podjetam prdobe immobilizacji badanego enzymu w k-karagenianie (pozycja 4.4 osiggniecia
naukowego). Zastosowanie tego nosnika spowodowato wprawdzie czeSciowa utrate aktywnosci
wlasciwej enzymu, najprawdopodobniej w wyniku wyptukiwania go z poréw zelu, ale
réwnocze$nie zwiekszyto jego stabilno$¢. Immobilizowany enzym wykazywal aktywno$¢ w 14
dniu po izolacji, podczas gdy wolny enzym tracit 99,95% swojej aktywnos$ci w czasie 24 godzin.
Immobilizacja nie wptyneta na zmiane optimum pH enzymu, ale obnizyla jego optimum
temperaturowe o 10°C, jak rowniez zwiekszyta powinowactwo badanej 2,3-dioksygenazy
do substratu. Ponadto, po zastosowaniu karagenianu jako no$nika, zaobserwowano znaczne
obnizenie wrazliwosci enzymu na dziatanie inhibitoréw, takich jak chlorofenole, azydek sodu
i siarczan miedzi. Stabszy ochronny efekt immobilizacji obserwowano natomiast w obecno$ci
alkoholi alifatycznych i metylofenoli. Uzyskane wyniki wykazaty, Ze immobilizacja 2,3-
dioksygenazy katecholowej w zZelu karagenianowym skutecznie zabezpiecza badany enzym
przed niekorzystnym wptywem czynnikow S$rodowiskowych, szczego6lnie przed silnie
toksycznymi chloropochodnymi fenolu, ktore czesto towarzysza w Srodowisku zwigzkom
stanowigcym substraty dla dioksygenaz katecholowych. Rodzi to nadzieje na zastosowanie
immobilizowanego enzymu jako biopreparatu w procesach bioremediacji.

Zanieczyszczeniu Srodowiska zwigzkami o strukturze aromatycznej bardzo czesto
towarzysza zanieczyszczenia metalami, takimi jak miedz, cynk, kadm, mangan, zZelazo [18].
Dlatego tez coraz czeSciej poszukuje sie szczepow bakterii zdolnych do degradacji zwiazkéw
o strukturze aromatycznej i opornych na metale, jak réwniez enzyméw degradacyjnych
niewrazliwych na jony metali. Metale moga dziata¢ jako inhibitory enzyméw, w tym enzyméw
warunkujgcych degradacje zwigzkéw aromatycznych, blokujgc ich wazne grupy funkcyjne,
wypierajac jony z ich centrum aktywnego, badZz zmieniajac ich konformacje w wyniku
reagowania jonu metalu z grupami sulfhydrylowymi aminokwaséw siarkowych [19,20].
Obecno$¢ Fe?+ lub Fe3* w Srodowisku reakcji powodowata, w zaleznos$ci od stezenia
wprowadzanego jonu, spadek aktywnos$ci 2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu

Stenotrophomonas maltophilia KB2 o 30% - 40% podczas gdy w obecno$ci Mn2+* w stezeniu 1 pM
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aktywno$¢ enzymu byta redukowana o okoto 60% (pozycja 4.2 osiggniecia naukowego).
Niezwykle cenne wyniki uzyskano badajac wptyw jonéw kadmu na aktywno$¢ C230 izolowanej
z komorek szczepu Variovorax sp. 12S (pozycja 4.3 osiggniecia naukowego). Ten, wyizolowany z
gleby zanieczyszczonej metalami ciezkimi szczep nie tylko wykazywat oporno$¢ na jony metali
ciezkich, w tym kadm, ale rowniez byt zdolny do degradacji fenolu jako jedynego Zrodta wegla
i energii w obecnosci 0,1 mM tego metalu. Ponadto, aktywno$¢ 2,3-dioksygenazy katecholowej
tego szczepu, izolowanej z hodowli prowadzonej z dodatkiem kadmu byta o 20% wyzsza
od aktywnos$ci enzymu izolowanego z hodowli kontrolnej bez metalu. Co wiecej, wprowadzenie
kadmu w stezeniu 1 mM do mieszaniny reakcyjnej hamowato enzym izolowany z hodowli
kontrolnej, podczas gdy aktywnos$¢ C230 izolowanej z komérek hodowanych w obecnosci tego
metalu wzrastata. Poniewaz kadm indukuje ekspresje wielu réznych genéw kodujacych, miedzy
innymi, biatka zaangazowane w odpowiedZ komdrki na stres oksydacyjny, biatka
odpowiedzialne za naprawe DNA, czy transport metali [21], co powoduje wzrost
zapotrzebowania energetycznego komorki, wyzsza aktywnos$¢ C230 w obecnos$ci tego metalu
mogta wynika¢ ze zwiekszonej syntezy enzymu niezbednego w uzyskiwaniu energii z fenolu,
jako jedynego 7zrédia wegla. Wyizolowany szczep Variovorax sp. 12S degradujacy fenol
w obecno$ci kadmu, jak réwniez 2,3-dioksygenaza katecholowa tego szczepu wykazujaca
wysoka aktywnos$¢ degradacyjng w obecnosci tego metalu wydaja sie by¢ dobrymi kandydatami
w procesach bioremediacji Srodowisk zdegradowanych.

Wiasciwosci katalityczne enzymow moga zmienia¢ sie w wyniku mutacji polegajacych na
zamianie nawet jednego aminokwasu w sekwencji tych biatek. Interesujagcym wydawato sie
zatem zbadanie wplywu mutacji na aktywno$¢ C230. Ze wzgledu na fakt, ze w literaturze
opisano niewiele dioksygenaz katecholowych pochodzacych z bakterii gramdodatnich i nie
opisano zadnej dioksygenazy z bakterii rodzaju Planococcus, do badan wybrano enzym szczepu
Planococcus sp. S5 (pozycja 4.5 osiggniecia naukowego).

Prowadzac badania nad dioksygenaza 2,3-katecholowa szczepu Planococcus sp. S5
(pozycja 4.1 osiaggniecia naukowego) zlokalizowano gen kodujacy ten enzym w plazmidzie
szczepu S5 i okre$lono jego sekwencje nukleotydowa (GenBank ID: HQ223337.2). Sekwencja
nukleotydowa tego genu wykazata wysoki procent homologii z sekwencjami nukleotydowymi
genéw kodujacych C230 w komérkach szczepdw z rodzaju Pseudomonas, co moze wskazywac
na wspélne pochodzenie tych enzymoéw i/lub mozliwos¢ transferu genéw kodujacych 2,3-
dioksygenaze katecholowa pomiedzy odlegltymi filogenetycznie szczepami bakteryjnymi
(pozycja 4.1 osiagniecia naukowego). Analiza sekwencji aminokwasowej badanej dioksygenazy
pozwolita na zaklasyfikowanie jej do podrodziny 2A w nadrodzinie [ dioksygenaz
katecholowych (pozycja 4.5 osiagniecia naukowego) oraz utworzenie modelu struktury

przestrzennej tego enzymu. Zaproponowany model zaklada obecno$¢ 6 zewnetrznie
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umiejscowionych helis a (a1l- a6) oraz 17 struktur o charakterze 3-harmonijki zlokalizowanych
wewnatrz czasteczki (pozycja 4.6 osiggniecia naukowego). Podobnie jak w strukturze 2,3-
dioksygenazy katecholowej szczepu Pseudomonas putida mt-2, ktéra stanowita matryce
w modelowaniu struktury badanego biatka, w centralnej czesci C-terminalnej domeny znajduje
sie zaglebienie, na koncu ktérego zlokalizowane jest miejsce wigzania jonéw Fe(II). Katechol
itlen wchodza do centrum aktywnego enzymu przez kanat skiadajacy sie gléwnie
z hydrofobowych reszt aminokwasowych (pozycja 4.6 osiggniecia naukowego).

Badania nad wptywem mutacji na wtasciwosci 2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu
Planococcus sp. S5 wymagaty, poza wyborem metody mutagenezy, opracowania metody
klonowania i selekcji uzyskanych mutantéw. Poniewaz mutacje zachodzace w $rodowisku
sg zjawiskiem losowym, do wprowadzania zmian w obrebie genu kodujgcego 2,3-dioksygenaze
katecholowa zastosowano metode error-prone PCR (error-prone PCR, podatna na btedy reakcja
PCR). W metodzie tej polimeraza o niskiej wierno$ci kopiowania wstawia nieprawidtowe
nukleotydy, co skutkuje powstaniem nowych, przypadkowo zmutowanych produktéw. Poziom
uzyskiwanych mutacji moze by¢ odpowiednio dostosowany, w wyniku czego, w obrebie
badanego genu wprowadzane sg Srednio 1-2 mutacje. Metoda ta jest powszechnie stosowana
i umozliwia identyfikacje reszt aminokwasowych krytycznych dla aktywnosci wielu biatek, jak
réwniez na uzyskanie enzyméw o zwiekszonej termostabilno$ci czy specyficznosci
substratowe;.

W wyniku przeprowadzonej mutagenezy genu kodujacego 2,3-dioksygenaze
katecholowa u szczepu Planococcus sp. S5 i klonowania tego genu uzyskano biblioteke
mutantéw, ktére poddatam selekcji w celu wyodrebnienia mutantéw niosacych aktywna forme
enzymu. Analiza i poréwnanie sekwencji DNA genu c230 kodujacego dzika forme C230
z sekwencjami gendéw kodujgcych mutowane formy biatka wykazata, ze wiekszo$¢ z ponad 250
aktywnych mutantéw niosta mutacje typu ,silent”. Jedynie u 0$miu z nich stwierdzono obecnos$¢
co najmniej jednej mutacji wywotlujacej zmiane aminokwasu w sekwencji badanego biatka.
Poniewaz za aktywno$¢ 2,3- dioksygenaz katecholowych odpowiadzialna jest domena C-
terminalna, w obrebie ktérej zlokalizowane sa reszty aminokwasowe tworzace centrum
aktywne enzymu, w tym reszty wigzace jon Fe(Il), do dalszych badan wybrano formy biatka
zawierajace zmiany aminokwasowe w obrebie domeny C-terminalnej (forma C230B65),
jakiw C- i N-terminalnej domenie biatka (C230B58, C230B81). Oznaczenia aktywnoSci
wtlasciwej zmutowanych form enzymu wykazaty, Ze najwiekszy wplyw na witasciwosci
i aktywno$¢ enzymu miato zastgpienie reszty argininy glutaming w pozycji 296 badanego biatka
(R296Q). Forma C230B65 enzymu wykazywala przesuniecie optimum pH w kierunku pH
kwasnego. Jej aktywno$¢ w pH 5,0 i pH 4,0 wzgledem aktywnosci w pH 7,0 wynosita
odpowiednio 144,7% 1 124%. Obecno$¢ glutaminy w pozycji 296 2,3- dioksygenazy
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katecholowej wplyneta réwniez na zwiekszenie aktywnos$ci enzymu wzgledem katecholu
i na wzrost jego powinowactwa do substratu (Km zmutowanej formy biatka byta 2,5 razy nizsza
niz Km dzikiej formy enzymu). Reszta aminokwasowa w pozycji 296 2,3-dioksygenazy
katecholowej nie uczestniczy bezposrednio w formowaniu kieszeni wigzacej substrat, ale
oddziatuje z leucyna w pozycji 298, resztg aminokwasowa zaangazowang w formowanie kanatu,
poprzez ktdéry katechol dostaje sie do miejsca aktywnego enzymu. Zastgpienie reszty argininy
glutaming, aminokwasem mniejszym, o nieco wyzszym indeksie hydropatycznym niz arginina,
prawdopodobnie utatwiato substratowi dostep do centrum aktywnego enzymu. Na udziat reszty
aminokwasowej w pozycji 296 2,3-dioksygenazy katecholowej w przytaczaniu substratu
wskazuje rowniez fakt hamowania aktywnosci zmutowanej formy enzymu w obecno$ci nizszych
stezen katecholu niz dla enzymu dzikiego typu. Dla aktywnosci 2,3-dioksygenazy katecholowej
szczepu Planococcus sp. krytyczne okazaly sie réwniez reszty fenyloalaniny w pozycji 168 i 212
tego enzymu. Substytucja hydrofobowej reszty fenyloalaniny reszta seryny, aminokwasu
biorgcego udzial w formowaniu wigzan wodorowych, wptyneta na obnizenie aktywnosci
zmutowanych form C230B58 i 230B81 wzgledem katecholu o odpowiednio 60% i 40%
w porownaniu z aktywnos$cig dzikiej formy enzymu, z drugiej strony jednak zwiekszyta
powinowactwo enzymu do substratu.

Cennych informacji dostarczyty rowniez wyniki badan nad formg biatka pozbawiona,
w wyniku mutacji typu nonsens w pozycji 289, ostatnich 19 reszt aminokwasowych (pozycja 4.6
osiaggniecia naukowego). Skrécona forma enzymu wykazywata 1,5 do 1,8 razy wyzsza aktywnos¢
wzgledem odpowiednio 4-metylokatecholu i 4-chlorokatecholu niz dzika forma biatka. Ponadto,
pomimo nizszej aktywnosci mutanta wzgledem katecholu (spadek aktywnos$ci wynosit okoto
20%) wykazywal on wyzsze powinowactwo do tego substratu aromatycznego. Obserwowane
zmiany specyficzno$ci substratowej byty najprawdopodobniej wynikiem zmian struktury
przestrzennej enzymu. Poréwnanie modelu przestrzennego zmutowanej i dzikiej formy C230
szczepu Planococcus sp. S5 wykazato, ze usuniecie koncowych aminokwaséw doprowadzito
do odchylenia as-helisy i usuniecia as-helisy stanowiacej rodzaj ,przykrywki” ograniczajacej
dostep do centrum aktywnego enzymu. Dzieki tym zmianom wejScie do centrum aktywnego
enzymu ulegto poszerzeniu, co z kolei utatwito dostep i umozliwito optymalne dla przebiegu
reakcji utozenie substratéw z podstawnikami chlorowymi i metylowymi. Uzyskane wyniki
wskazujgce na mozliwo$¢ modulowania aktywnosci 2,3- dioksygenaz katecholowych w wyniku
usuwania reszt aminokwasowych ograniczajacych wejscie do centrum aktywnego enzymu
wydaja sie mie¢ bardzo duze znaczenie w projektowaniu enzymoéw o wyzszej aktywnos$ci
i szerszej specyficznosci substratowe;j.

Badania zaprezentowanego osiggniecia naukowego majg charakter badan

podstawowych o potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym w biotechnologiach srodowiskowych,
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na przyktad w bioremediacji $rodowisk skazonych zwigzkami o strukturze aromatycznej

i metalami ciezkimi, jak réwniez w projektowaniu i konstruowaniu enzyméw o udoskonalonych

wtasciwosciach katalitycznych. Za najwazniejsze osiggniecia uwazam:

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

pozyskanie 2,3- dioksygenazy katecholowej gramdodatniego szczepu Planococcus sp. S5
o niskiej wrazliwosci na wzrost pH $rodowiska, wykazujacej aktywno$¢ w wysokich
temperaturach i charakteryzujacej sie wysoka aktywnoscig degradacyjng wzgledem 4-
chlorofenolu

wyizolowanie metaloopornego szczepu Variovorax sp S12 zdolnego do degradacji fenolu
w obecnosci jonéw kadmu i produkujacego 2,3- dioksygenaze katecholowa wykazujaca
wysoka aktywno$¢ degradacyjng w obecnosci 0,1 mM tego metalu

wykazanie, ze immobilizacja w x-karagenianie zwieksza stabilno$¢ oraz skutecznie
chroni 2,3- dioksygenaze katecholowg szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2 przed
niekorzystnym wptywem czynnikéw srodowiskowych

identyfikacje genu kodujacego 2,3- dioksygenaze katecholowg szczepu S5, utworzenie
modelu struktury przestrzennej oraz opracowanie metody umozliwiajacej zbadanie
wplywu mutacji na aktywno$¢ tego enzymu i lokalizacje reszt aminokwasowych
waznych dla jego aktywno$ci katalitycznej

identyfikacje, w strukturze 2,3- dioksygenazy katecholowej, reszt aminokwasowych
(R296, F168 i F212) istotnych dla aktywnos$ci enzymu oraz wykazanie roli C-koncowego
fragmentu biatka w specyficznosci substratowej tej dioksygenzy

pozyskanie zmutowanej formy 2,3- dioksygenazy katecholowej o wysokiej aktywnosci

w niskim pH $rodowiska (pH 5.0) i zwiekszonym powinowactwie do katecholu
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5. Omodwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo badawczych

Prace naukowa rozpoczetam 1 pazdziernika 1995 roku w Katedrze Biochemii Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, jako stuchacz Dziennego
Studium Doktoranckiego w zakresie Przyrodniczych Podstaw Ochrony Srodowiska. Moje
zainteresowania naukowe przed uzyskaniem stopnia doktora koncentrowaty sie wokot

problemu degradacji zwigzkéw o strukturze aromatycznej przez drobnoustroje, a zwlaszcza
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podtozem genetycznym tych proceséw. W zwigzku z tym, Ze u wielu szczepéw bakterii
informacja genetyczna o syntezie enzymoOw Kkatalizujagcych rozkltad danego zwigzku
aromatycznego kodowana jest plazmidowo, celem prowadzonych przeze mnie w tym okresie
badan byto uzyskanie, z mieszanej populacji drobnoustrojéw osadu czynnego, plazmidowych
szczepOw  bakterii, zdolnych do degradacji wybranych zwigzkéw aromatycznych.
Porownywatam aktywno$¢ degradacyjna szczepow gramdodatnich i gramujemnych, badatam
wptyw grupy funkcyjnej w pier§cieniu aromatycznym na szybko$¢ proceséw degradacyjnych,
oraz podjelam prébe wyjasnienia wptywu zastosowanego substratu aromatycznego na rodzaj
wykorzystywanego szlaku metabolicznego i udzialu plazmidéw w tych procesach. Wyniki
uzyskanych badan byly prezentowne na zjazdach Polskiego Towarzystwa Naukowego (Zal. 4,
pkt. B, poz. 22-27) W czasie studiéw doktoranckich uczestniczytam w kursach i szkoleniach,
podczas ktdérych zapoznatam sie z podstawowymi metodami i technikami biologii molekularnej,
inzynierii genetycznej oraz identyfikacja mikroorganizméw metodg analizy 16S rDNA (Zal. 4,
pkt. R, poz. 7-11). W 1997 i 1999 roku, w celu poszerzenia mojego warsztatu naukowego,
odbytam staz naukowy na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Akademii Medycznej w Gdansku i w Department of Medical Biochemistry,
University of Turku, Finlandia (Zat. 4, pkt. L, poz. 3 i 4).

25 pazdziernika 2000 roku obronitam prace doktorska pt. ,Plazmidy szczepow
Acinetobacter sp. i1 Planococcus sp. zdolnych do degradacji wybranych zwigzkéw
aromatycznych”, ktérej promotorem jest prof. dr hab. Sylwia Labuzek i uzyskatam stopien
doktora nauk biologicznych. W pracy tej wykazatam zdolnos¢ dwdch nowych szczepéw bakterii,
zaklasyfikowanych metoda amplifikacji i sekwencjonowania fragmentu genu 16S rDNA
do rodzaju Acinetobacter i Planococcus, do degradacji salicylanu sodu, benzoesanu sodu i fenolu
oraz okre§litam szlaki degradacji tych substratdbw. Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzitam, ze obecno$¢ w pierscieniu aromatycznym substratu grupy karboksylowej,
obnizajacej toksyczno$¢ oraz zwiekszajacej rozpuszczalnos¢ w wodzie, utatwia procesy
degradacji. Przede wszystkim jednak, w komoérkach obu badanych szczepéw wykazatam
obecno$¢ plazmidéw, okreslitam ich liczbe, wielkos¢ i podjetam probe ich analizy molekularne;j.
W pracy opisalam réwniez zalezno$¢ miedzy szlakiem degradacji substratu aromatycznego
a obecnoscia plazmidéw w komoérkach szczepdéw z rodzaju Acinetobacter i Planococcus
i zlokalizowatam gen kodujacy 2,3- dioksygenaze katecholowa w plazmidach badanych
szczepow. Podjetam takze prdéby przeniesienia plazmidowego DNA, izolowanego z badanych
szczepéw bakterii do bezplazmidowych, niezdolnych do degradacji substratéw aromatycznych
szczepOw Proteus vulgaris, Pseudomonas fluorescens, Sarcina lutea, Staphylococcus epidermidis,
ktére wykazaly mozliwo$¢ przenoszenia plazmidéw miedzy bakteriami gramujemnymi

i gramdodatnimi. Moja rozprawa doktorska zostala wyrézniona Nagroda indywidualng II

Strona 15



dr Katarzyna Hupert-Kocurek

Zatacznik 2 - Autoreferat
stopnia JM Rektora (Zal. 3, pkt. L, poz. 1), a uzyskane wyniki staty sie podstawa pracy pt.

JIsolation and characterization of new Planococcus sp. strain able for aromatic hydrocarbons
degradation” (Zal. 3, pkt. lIA, poz. 11).

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam badania nad mozliwo$cig przenoszenia,
wyizolowanych i opisanych podczas prowadzonych w ramach pracy doktorskiej badan,
plazmidéw degradacyjnych szczepu Acinetobacter sp. S2. Roéwnoczes$nie, w ramach badan
statutowych Katedry Biochemii, rozpoczetam prace nad identyfikacjg i klonowaniem genéw
kodujgcych enzymy szlakow degradacji struktury aromatycznej u szczepu Planococcus sp. S5
(Zal. 4, pkt. P, poz. 1-3). Poznanie organizacji operonéw degradacyjnych tego szczepu bakterii
umozliwitoby w przysztosci zastosowanie go jako potencjalnego Zrodta gené6w w konstruowaniu
genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizméw charakteryzujacych sie wysoka wydajnoscia
rozktadu zwigzkéw aromatycznych. Wstepne wyniki powyzszych badan byly prezentowane
podczas XXXVIII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego (Zal. 4, pkt. B, poz. 18, 19).

Poza prowadzonymi badaniami wspotuczestniczytam w opracowaniu i pisaniu
wydanego przez Wydawnictwo Uniwersytetu Slaskiego, w jezyku polskim i angielskim, skryptu
obejmujacego wybrane zagadnienia z biotechnologii mikroorganizméw (Zat. 3, pkt. E, poz. 1,
2). Duzym wyrdznieniem bylo zaproszenie mnie do wygtoszenia referatu w ramach TEMPUS-
JEP workshop on Risk and Assessment of GMO- Environmental and Breeding Approach,
organizowanego na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach, z udzialem przedstawicieli zagranicznych os$rodkéw naukowych
wspotpracujacych z Wydziatem (Zal. 3, pkt. L, poz. 1).

W 2002 roku otrzymatam propozycje udzialu w projekcie badawczym pt: ,Mechanism
of regulation of DNA replication in Escherichia coli” (Zal. 3, pkt. ], poz. 3) prowadzonym
w Department of Biochemistry and Molecular Biology, Michigan State University w Michigan,
USA pod kierunkiem prof. Jona M. Kaguni, $wiatowego eksperta w zakresie genetyki bakterii.
Wramach realizowanego projektu bylam odpowiedzialna za opracowanie metody
umozliwiajacej uzyskanie kolekcji zmutowanych, aktywnych form biatka DnaC bedacego jednym
z inicjatoréw procesu replikacji DNA w komoérkach bakterii. Uzyskane zmutowane formy tego
biatka i ich charakterystyka biochemiczna pozwalaja na poznanie mechanizméw dziatania DnaC
na poziomie molekularnym, a w przysztos$ci na projektowanie lekéw specyficznie hamujacych
wzrost bakterii chorobotwdrczych. Dodatkowo, w ramach innego, prowadzonego
w laboratorium prof. Kaguni projektu zostatam zaangazowana do prac nad konstrukcja
plazmidu oriC - pCM959-CmR. Plazmid ten byt niezbedny w badaniach nad rola oligomeryzacji
biatka DnaA w inicjacji replikacji chromosomu bakteryjnego (Hupert-Kocurek i Kaguni dane
niepublikowane, patrz: Simmons L.A., Felczak M., Kaguni ].M. 2003. DnaA protein of Escherichia

coli: oligomerization at the E. coli chromosomal origin is required for initiation and involves
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specific N-terminal amino acids. Molecular Microbiology, 49, 849-858). Oprdcz pracy badawczej
w laboratorium prof. Kaguni, sprawowatam opieke merytoryczng nad eksperymentami
naukowymi prowadzonymi przez studentéw przygotowujacych swoje prace licencjackie
i magisterskie. Uczestniczytam takze aktywnie w seminariach katedralnych oraz spotkaniach
naukowych, na ktérych prezentowatam wyniki swoich badan. M6j pobyt w Department
of Biochemistry and Molecular Biology zaowocowat opracowaniem nowej, genetycznej metody
umozliwiajgcej badanie biatek zaangazowanych w podstawowe procesy zyciowe bakterii
iuzyskaniem kolekcji ponad 1500 aktywnych mutantéw biatka DnaC. Metoda oraz
charakterystyka kilku z uzyskanych przeze mnie mutantéw sa przedmiotem opublikowanej
w Applied and Environmental Microbiology pracy (Zal. 3, pkt. IIA, poz. 10). Ponadto, zdobyte
doswiadczenie oraz poznanie nowych metod pozwolito na opracowanie i wprowadzenie
nowych technik badawczych do ¢éwiczen z biologii molekularnej i inzynierii genetycznej,
na uruchamianym w 2004 roku, na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego, kierunku studiéw- Biotechnologia. Wielkim wyréznieniem byto zaproszenie mnie,
przez profesora Jona Kaguni w 2010, do wspdlnego opracowania i napisania rozdziatu
w ksigzce: Computational Biology and Applied Bioinformatics (Zat. 3, pkt. D, poz. 1).

Po powrocie ze stazu dotgczytam do zespotu prowadzacego badania
nad kometabolicznym rozkltadem silnie toksycznych i wyjatkowo opornych na procesy
biodegradacji chloro- i nitrofenoli, ktére obejmowaty swym zakresem wybo6r fenolowych
zwigzkow roslinnych (FZR) do kometabolicznego rozktadu pochodnych fenolowych, badanie
dynamik rozktadu wybranych zwigzkéw roslinnych oraz ich wpltywu na rozktad nitrofenoli
i chlorofenoli przez szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2. W wyniku przeprowadzonych
badan wykazano, Ze fenolowe zwigzki ro$linne, takie jak: kwas benzoesowy, 4-
hydroksybenzoesowy, protokatechowy, waniliowy i katechol stanowity jedyne zrodto wegla
i energii dla badanego szczepu bakterii. Obecno$¢ tego typu zwigzkéw warunkowata catkowity
rozktad 4-chlorofenolu, podczas gdy transformacja 3-chlorofenolu w obecnosci wymienionych
FZR byla potaczona z akumulacja metabolitu przejSciowego. Stwierdzono réwniez, ze
poszczegbélne FZR indukowaly synteze roéznych dioksygenaz, zaréwno ekstradiolowych,
jakiintradiolowych w komdrkach szczepu KB2. Owocem tych badan byty prace doswiadczalne
(Zal. 3, pkt. 1IA, poz. 6,9) i przegladowe (Zal. 3, pkt. IIA, poz. 15; Zal. 3, pkt. D, poz. 8).
Przedmiotem powyzszych badan byta takze ocena toksycznosci 4-chlorofenolu w obecnosci
dodatkowego zrodta wegla, jak rowniez préba okreslenia czy i w jakim stopniu struktura $ciany
komédrkowej bakterii wptywa na toksyczno$¢ tego zwigzku aromatycznego. Do badan, poza
gramujemnym szczepem Stenotrophomonas maltophilia KB2 wykorzystano gramdodatni szczep
Planococcus sp. S5, zdolny do rozktadu takich FZR, jak kwas benzoesowy, 4-

hydroksybenzoesowy i protokatechowy. Wykazano, ze toksyczno$¢ 4-chlorofenolu dla szczepu

Strona 17



dr Katarzyna Hupert-Kocurek

Zatacznik 2 - Autoreferat

KB2 obnizaty fenol, benzoesan i glukoza, natomiast kwas benzoesowy i jego hydroksylowane
pochodne obnizaty toksyczny efekt tego zwigzku na szczep Planococcus sp. S5. Stwierdzono
takze wiekszg wrazliwo$¢ gramdodatniego szczepu z rodzaju Planococcus na toksyczne
dziatanie 4-chlorofenolu. Wyniki tych badan stanowig podstwe pracy pt. ,Toxicity of 4-
chlorophenol under cometabolic conditions depending on the bacterial cell wall structure?”
(Zal. 3, pkt. pkt. D, poz. 3)

W 2007 roku razem z dr Urszulg Guzik i dr Danuta Wojcieszynska rozpoczetam cykl
badan nad enzymami zaangazowanymi w rozktad zwigzkéw o strukturze aromatycznej, ktérych
celem byto okreslenie budowy i wtasciwosci biochemicznych enzyméw degradacyjnych oraz
zbadanie wplywu czynnikéw Srodowiskowych na ich aktywno$¢. W wyniku przeprowadzonych
badan uzyskano i scharakteryzowano miedzy innymi wyizolowane z komoérek szczepu
Stenotrophomonas maltophilia KB2: (1) monooksygenaze fenolowg nalezaca do grupy
monooksygenaz cytochromu P450, enzym o masie molekularnej 34 kDa, wysokiej aktywnoSci
i niskiej wrazliwo$ci na dziatanie typowych inhibitoréw cytochromu P-450 i metimazolu; (2)
1,2- dioksygenaze katecholowa o masie 34,5 kDa o wysokiej aktywnosci wzgledem katecholu
i jego metylowych pochodnych i niskiej wrazliwo$ci wzgledem pochodnych fenolowych; (3) 3,4-
dioksygenaze protokatechowg charakteryzujaca sie szeroka specyficznoscig substratowg i niska
wrazliwoscia na dziatanie chelatorow i jonéw Niz*, Mn2* i Fe2*; (4) 2,3-dioksygenaze
katecholowa o niezwykle wysokiej aktywnos$ci wzgledem katecholu oraz wyizolowang
z komoérek gramdodatniego szczepu Planococcus sp. S5 2,3-dioksygenaze katecholowa i 1,2-
dioksygenaze katecholowa szczepu Pseudomonas putida N6. Uzyskane w rezultacie kilkuletnich
badan wyniki staly sie podstawg szeregu prac doswiadczalnych (Zat. 3, pkt. IIA, poz. 1-51i 7),
przegladowych (Zatl. 3, pkt. D, poz. 6,7), rozdziatu w ksigzce (Zatl. 3, pkt. D, poz. 2), jak réwniez
prac do$wiadczalnych wchodzacych w sktad rozprawy habilitacyjnej (Zal. 3, pkt. IB, poz. 1,2,4).

W 2008 roku podjetam wspotprace naukowa z Panig prof. dr hab. Zofig Piotrowska-
Seget, kierownikiem Katedry Mikrobiologii macierzystego Wydziatu oraz Panig prof. dr hab.
Urszulg Kurzik-Dumke z Institute of Medical Microbiology and Hygiene w Mainz, Niemcy,
co zaowocowato pozyskaniem przez nas Srodkéw z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
na realizacje, w latach 2009-2011, projektu pt: ,Izolacja, identyfikacja i charakterystyka
plazmidéw warunkujacych oporno$¢ bakterii glebowych na jony kadmu” (Zat. 3, pkt. ], poz. 2).
Realizowany projekt obejmowat swym zakresem izolacje i identyfikacje plazmidowych
szczepoéw bakterii opornych na Cd?+, identyfikacje mechanizméw warunkujacych oporno$¢
badanych szczepoéw na jony metali oraz izolacje i molekularng analize ich plazmidow.

W wyniku przeprowadzonych badan, z silnie skazonych metalami ciezkimi gleb
wyizolowano 34 szczepy bakterii zdolne do wzrostu w obecnosci jonéw kadmu w stezeniu 1 lub

2 mM Cd(1Il), jak rowniez réznych stezen Cu(ll), Zn(Il) i Ni(Il). Szczepy te zaklasyfikowano,
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na podstawie profilu komoérkowych metylowanych estréw kwaséw  tluszczowych,
z wykorzystaniem metody MIDI-MIS, oraz metoda amplifikacji i sekwencjonowania fragmentu
genu 16S rDNA do rodzajow: Arthrobacter, Brevibacterium, Pseudomonas, Streptomyces, Cedecea,
Variovorax, Alcaligenes, Microbacterium, Enterobacter i Ralstonia. Obecno$¢ plazmidow, ktore,
jak wykazaty badania nad ich eliminacja z komoérek gospodarza, warunkowaty oporno$¢ bakterii
na jony metali ciezkich, stwierdzono w komoérkach szczepéw z rodzaju Arthrobacter,
Streptomyces i Variovorax. W ramach projektu wykorzystano mozliwos¢ zsekwencjonowania
plazmidu wyizolowanego z komorek Streptomyces sp. w systemie GS Junior (454/Roche).
Metoda ta pozwolita uzyska¢ 104 439 sekwencji o $redniej dtugosci 455 pz. Analiza tych
sekwencji umozliwila zlozenie 92765 z nich w 1738 kontigobw o dtugosci = 500 pz.
Przeprowadzone badania oraz analizy z wykorzystaniem programu BLASTX potwierdzitly,
ze analizowane sekwencje plazmidu pochodza z bakterii Streptomyces sp., a co szczegOlnie
istotne wykazaty, Ze 11 ze zidentyfikowanych kontigéw koduje biatka zwigzane bezposrednio
z metabolizmem jonéw metali, m.in. kadmu, cynku, manganu, kobaltu i miedzi, a kolejnych
5 kontigdw koduje metalozalezne biatka regulatorowe i metalo-beta-laktamazy.

W ramach prowadzonego grantu podjetam roéwniez badania majagce na celu
wyselekcjonowanie sposrod wyizolowanych szczepow takich, ktére bedg zdolne do degradacji
fenolu. Jednoczesna oporno$¢ bakterii na metale i zdolno$¢ do metabolizowania zwigzkéw
o strukturze aromatycznej, czyni je przydatnymi w bioremediacji terenéw skazonych
réwnocze$nie tymi dwoma typami zanieczyszczen. Sposrédd przebadanych szczepoéw jedynie
Variovorax sp. 12S wykazywat zdolno$¢ do rozktadu fenolu w obecnosci kadmu. Wyniki badan
nad degradacjg tego substratu aromatycznego i aktywnoscig 2,3-dioksygenazy katecholowej
szczepu z rodzaju Variovorax zostaty opublikowane w Antonie van Leeuwenhoek i zostaty
wiaczone do cyklu publikacji sktadajacych sie na osiggniecie naukowe (Zal. 3, pkt. IB, poz. 3).

W ramach dziatalnosci statutowej Katedry Biochemii, jako gltéwny wykonawca,
realizowatam, w latach 2011-2012, projekt badawczy pt. ,Wtasciwosci 2,3- dioksygenazy
katecholowej gramdodatniego szczepu Planococcus sp. S5”, obejmujacy swoim zakresem
klonowanie i mutageneze genu kodujgcego badany enzym oraz charakterystyke zmutowanych
form C230 w celu identyfikacji reszt aminokwasowych determinujacych jej wtasciwosci
katalityczne. Wyniki badan prowadzonych w ramach tego projektu staty sie podstawg prac
opublikowanych w Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology i The Scientific World
Journal, wiaczonych do cyklu prac stanowigcych szczegdlne osiggniecie naukowe (Zal. 3, pkt.
IB, poz. 51 6).

Wsrod uzyskanych w wyniku przeprowadzonej mutagenezy form 2,3-dioksygenazy
katecholowej, zidentyfikowano réwniez takie formy enzymu, ktérych aktywnos$¢ ulegta zmianie

w wyniku zamiany reszt aminokwasowych zlokalizowanych w znacznej odleglosci od centrum
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aktywnego enzymu, w obrebie katalitycznie nieaktywnej N-koncowej domeny. Wyjasnienie
wpltywu tych mutacji na wtasciwosci katalityczne enzymu wymaga zastosowania
zaawansowanych metod i analiz obejmujacych wyznaczenie struktury komplekséw enzym-
substrat oraz symulacje dynamiki molekularnej w polach sitowych. W zwigzku z tym, w 2013
roku nawigzatam wspéiprace z dr hab. Tomaszem Borowskim, prof. IKiFP PAN z Instytutu
Katalizy i Fizykochemii Powierzchni Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, specjalista w zakresie
badania mechanizméw reakcji katalizowanych przez metaloenzymy (w tym dioksygenazy)
metodami teoretycznymi z uzyciem odpowiedniego, zaawansowanego oprogramowania
komputerowego. Wyniki przeprowadzonych przez profesora Borowskiego symulacji oraz
obliczenia energii wigzania substratu przez enzym i wtasnosci elektronowych wraz z wynikami
przeprowadzonych przeze mnie badan biochemicznych stanowia podstawe przygotowywanej
przez nas obecnie pracy wyjasniajacej role metioniny w pozycji 65 sekwencji aminokwasowej
2,3-dioksygenazy katecholowej szczepu Planococcus sp. S5 w procesie katalizy.

W ostatnich latach duzy problem stanowi rosngce zanieczyszczenie Srodowiska
powszechnie dostepnymi i stosowanymi na szerokg skale niesteroidowmi lekami
przeciwzapalnymi (NLPZ). Zrédtem tego typu zwigzkéw w $rodowisku s3 Zle utylizowane,
przeterminowane lub niezuzyte farmaceutyki, ktére w czystej postaci trafiajg do oczyszczalni
$ciekow lub na wysypiska, skad moga przedostawac sie do gleby i wod gruntowych. Zwiazki
te dostajg sie do Srodowiska réwniez, w formie niezmienionej lub nieznacznie zmienione;j,
w wyniku wydalania przez organizmy Zywe. NLPZ sg substancjami biologicznie aktywnymi,
modyfikujacymi procesy biochemiczne zachodzgce w organizmach ludzkich i zwierzecych, a ich
negatywne, czesto toksyczne dziatanie przejawia sie szczegdélnie podczas dtugotrwatego
kontaktu organizmu z tego typu lekami badZz ich metabolitami. Obecno$¢ w budowie
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych struktur aromatycznych oraz duzy potencjat
degradacyjny szczepow Stenotrophomonas maltophilia KB2 i Planococcus sp. S5 zrodzit pomyst
ich wykorzystania w oczyszczaniu $ciekéw obcigzonych zwigzkami z grupy NPLZ. Badania nad
degradacjg tego typu farmaceutykéw przez bakterie, nad izolacja enzyméw uczestniczacych
w ich rozktadzie, jak rdwniez szlakami degradacyjnymi bedg prowadzone w ramach projektu pt:
»Rozktad niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych przez wybrane szczepy bakterii”, ktory
uzyskat finansowanie Narodowego Centrum Nauki w listopadzie 2013 roku (Zatl. 3, pkt. ], poz.
1). Zagadnienia zwigzane z zagrozeniami wynikajacymi z obecno$ci niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych w $rodowisku oraz procesami ich biotransformacji s3 tematem pracy
przegladowej pt: ,Biotransformacja wybranych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
w $rodowisku” (Zat. 3, pkt. D, poz. 4).

Wazng forma mojej aktywnos$ci naukowej byt takze udziat w licznych krajowych

i zagranicznych konferencjach, seminariach, zjazdach i sympozjach (Zat. 4, pkt. B, poz. 1-21)
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podczas ktdrych nie tylko prezentowatam wyniki swoich badan, ale r6wniez nawigzatam szereg
ciekawych kontaktéw naukowych. Jestem recenzentem trzech prac naukowych (Zat. 4, pkt. P,
poz. 1-3). 0d 1997 roku naleze do Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, a od 2012 roku
jestem cztonkiem American Society for Microbiology (Zat. 4, pkt. H, poz. 1,2).

Podsumowujac, na méj dorobek naukowy, po uzyskaniu stopnia doktora, sktada sie 18
publikacji doswiadczalnych (w tym 17 z listy filadelfijskiej), 14 publikacji przegladowych (w tym
5 z listy filadelfijskiej), 5 publikacji popularnonaukowych, 2 rozdziaty w ksigzkach (w jezyku
angielskim) i 2 w opracowaniach zbiorowych (1 w jezyku polskim i 1 w jezyku angielskim), 3
publikacje peinotekstowe w materialach zjazdowych oraz 6 sekwencji nukleotydowych
opublikowanych w bazie National Center for Biotechnology Information (GenBank).

Dane bibliometryczne:

1. Sumaryczny impact factor publikacji naukowych wedtug listy Journal Citation Reports
(JCR)=-32.501

2. Sumaryczna liczba punktéw MNiSWb - 507

3. Liczba cytowan publikacjic wedtug bazy Web of Science - 62(28), wedtug bazy Scopus -
71(58)

4. Indeks Hirschad wedtug bazy Web of Science (WoS) - 5, wedtug bazy Scopus - 5.

aWarto$¢ IF wg JCR dla publikacji opublikowanych przed 2013 rokiem podano zgodnie z rokiem ich
opublikowania. Dla publikacji opublikowanych w 2013 i 2014 roku podano IFs-ietni

bPunktacje MNiSW dla poszczegélnych publikacji podano zgodnie z punktacja okreslong w wykazie
czasopism naukowych obowigzujacym na koniec roku kalendarzowego, w ktérym ukazata sie publikacja.
¢dDane z dnia: 17 luty 2014. (Liczba cytowan bez autocytacji)

6. Omodwienie osiagnie¢ dydaktycznych, popularyzatorskich i organizacyjnych

Moja aktywno$¢ dydaktyczna na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska obejmuje
prowadzenie zaje¢ dla studentéw trzech kierunkéw studiéw: Biotechnologia, Biologia, Ochrona
Srodowiska, a takze studiéw podyplomowych. W ramach pracy dydaktycznej prowadze
¢wiczenia z biochemii, genetyki molekularnej, inzynierii genetycznej, biotechnologii w ochronie
$Srodowiska, biotechnologii mikroorganizméw, pracownie licencjackie, specjalizacyjne
i magisterskie oraz wyktady z przedmiotu enzymy w biotechnologii (Zal. 4, pkt. I, poz. 1). Moje
zaangazowanie w prowadzenie i przygotowanie do zaje¢ zostato docenione przez studentdw,
glosami ktorych zajetam II (w 2006 i 2007 roku), I (w 2008 roku) i III (w 2010 roku) miejsce
w Wydziatowym konkursie na Najlepszego pracownika prowadzacego ¢wiczenia (Zat. 4, pkt. D,
poz. 2-5).

W latach 2005-2013 bylam promotorem 16 i recenzentem 12 prac licencjackich,
aw latach 2001-2013 bezposrednim opiekunem naukowym 10 prac magisterskich. W ramach
studi6w zamawianych Atrakcyjna i Innowacyjna Biotechnologia (ATRINBIOTECH)

realizowanych na naszym Wydziale, opracowatam i prowadzitam wyktady z przedmiotu ,,GMO
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w  biotechnologii $rodowiska” oraz ¢wiczenia z przedmiotu ,Metody oceny potencjatu
biodegradacyjnego mikroorganizméw”. Petnitam réwniez funkcje konsultanta naukowego
przedmiotu ,English in Biotechnology”. W 2012 i 2013 roku bytam koordynatorem oraz
prowadzacym wyktady i ¢wiczenia z przedmiotu ,Przyroda - podstawy chemiczne”
prowadzonego w ramach Studiéw podyplomowych dla nauczycieli, kwalifikujgcych
do nauczania przedmiotu ,Przyroda w szkole podstawowej” (Zat. 4, pkt. J, poz. 1-3; Zat.4, pkt]1,
poz. 2,3 i-5-7).

Swoje zamitowania dydaktyczne i che¢ popularyzacji nauki wéréd mtodziezy realizuje
rowniez poprzez zajecia i dziatania prowadzone dla uczniéw szkét $rednich. W roku 2005 i 2009
bytam recenzentem prac w Ogolnopolskim Konkursie ,Chemia a Srodowisko” organizowanym
przez Zaktad Dydaktyki Chemii Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego i Patac Mtodziezy
w Katowicach (Zat.4, pkt. C, poz. 1-2). W latach 2008 i 2009, jako przedstawiciel Katedry
Biochemii, prowadzitam ¢éwiczenia dla miodziezy podczas Dni Otwartych Wydziatu. W 2008
roku, w ramach projektu EFS Szkota Szans prowadzitam zajecia dla uczniéw LO im. C.K. Norwida
w Tychach. Opracowatam i prowadzitam zajgcia dla uczniéw tego liceum réwniez w latach 2011
i 2012, w ramach prowadzonego tam projektu EFS Szkota Przysztosci. Méj wktad
w popularyzacje nauki to takze wyktady dla nauczycieli wygtoszone podczas warsztatéw
metodycznych organizowanych przez Wydawnictwo Pedagogiczne OPERON w 2010 roku (Zat.
4, pkt. 1, poz. 41 8-11).

Swoje zainteresowania naukowe i dydaktyczne tacze takze z dziatalnoscia organizacyjna.
W 2011 roku bytam czlonkiem Komitetu Naukowego I Ogélnopolskiego Zjazdu Mtodych
Biotechnologéw odpowiedzialnym za recenzje nadsytanych zgtoszeri i ocene wystgpien
uczestnikow Zjazdu, a w 2013 roku aktywnie uczestniczytam w organizacji 11 Ogélnopolskiego
Zjazdu Mtodych Biotechnologéw (Zat.4, pkt. C, poz. 1-2). W ramach pracy organizacyjnej
trzykrotnie (w latach 2006, 2007, 2010) petnitam funkcje wiceprzewodniczacej Wydziatowej
Komisji Rekrutacyjnej na Studia I Stopnia kierunku Biotechnologia. Dwukrotnie, w latach 2008
12009, uczestniczytam w organizacji Dni Otwartych Wydziatu. W latach 2008-2010 petnitam
funkcje Opiekuna Naukowego Kota Mikrobiologiczno-Biochemicznego, a w latach 2006 - 2009
12008 - 2011 bytam odpowiednio Opiekunem Roku studentéw kierunku Biotechnologia - studia
zaoczne i Opiekunem Roku studentéw kierunku Biotechnologia - studia dzienne. 0d 2005 roku
jestem osobg odpowiedzialng za przygotowywanie wnioskéw o wydanie zgody na zamkniete
uzycie GMO oraz realizacje planowanego zamknietego uzycia GMO w Katedrze Biochemii.
0d 2008 roku uczestnicze w pracach Wydziatowej Komisji ds. Nagréd. W kadencji 2013 - 2017
petni¢ funkcje przedstawiciela nauczycieli akademickich do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego (Zat.4, pkt. Q, poz. 1-10).
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