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(A) Tytut osiagnigcia naukowego:

Identyfikacja czynnikéw komoérkowych istotnych w  procesie fotoinaktywacii
drobnoustrojéw oraz opracowanie strategii zwigkszania jej efektywnosci.

(B) Publikacje wchodzace w sktad osiagnig¢cia naukowego

Osiggniecie naukowe stanowi cykl jednotematyczny, ktéry obejmuje 8 prac (1 praca
przegladowa 1 7 prac eksperymentalnych) pod tytulem wskazanym w punkcie 4A. Prace te
obejmuja okres 2010-2018 1 wszystkie byly publikowane po obronie pracy doktorskiej. We
wszystkich pracach skladajacych si¢ na osiagnigcie naukowe jestem autorem
korespondencyjnym.

IF — wspélczynnik oddzialywania z roku opublikowania pracy; IFsiem — 5-letni
wspolczynnik oddziatywania; MNiSW — punktacja czasopism wg Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego; Lc — Liczba cytowan.

1. Taraszkiewicz A, Fila G, Grinholc M, Nakonieczna J. (2013) Innovative strategies to
overcome biofilm resistance. (review)
BIOMED RES INT, 2013:150653.
IF = 2,70; IFs.cni = 2,755 MNiSW = 25 pkt; Lc = 52.

2. Nakonieczna J, Michta E, Rybicka M, Grinholc M, Gwizdek-Wisniewska A, Bielawski
KP. (2010) Superoxide dismutase is upregulated in Staphylococcus aurens following
protoporphyrin-mediated photodynamic inactivation and does not directly influence the
response to photodynamic treatment.

BMC MICROBIOLOGY, 10, 323.
IF = 2,96; IFs.c0i = 3,06; MNiSW = 30 pkt; Lc = 36.

3. Taraszkiewicz A., Grinholc M., Bielawski KP., Kawiak A., Nakonieczna J. (2013)
Imidazoacridinone derivatives as efficient sensitizers in photoantimicrobial chemotherapy.
APPL. ENVIRON. MICROB,, 79(12):3692-702.

IF = 3,95; IFs.ci = 4,48; MNiSW = 40 pkt; Lc = 4.

4. Taraszkiewicz A., Szewczyk G., Sarna T., Bielawski K.P., Nakonieczna J. (2015)
Photodynamic inactivation of Candida albicans with imidazoacridinones: influence of
irradiance, photosensitizer uptake and reactive oxygen species generation.

PLOS ONE, 8;10(6):e0129301.
IF = 3,05; IFs.cmi = 3,35; MNiSW = 40 pkt; Lc = 7.

5. Nakonieczna J., Kossakowska-Zwierucho M., Filipiak M., Hewelt-Belka W., Grinholc M.,
Bielawski K.P. (2016) Photoinactivation of Staphylococcus anreus using protoporphyrin IX:
the role of haem-regulated transporter HrtA.

APPL. MICROBIOL. BIOTECHNOL. 100(3):1393-405.
IF = 3,42; IFs.emi = 3,71; MNiSW = 35 pkt; Lc = 3.
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6. Kossakowska-Zwierucho M, Kazmierkiewicz R, Bielawski KP, Nakonieczna J. (2010)
Factors determining Staphylococcus aurens susceptibility to photoantimicrobial chemotherapy:
RsbU activity, staphyloxanthin level, and membrane f luidity.

FRONTIERS IN MICROBIOL. 19; 7:1141.
IF = 4,07; IFs.emi = 4,55; MNiSW = 35 pkt; Lc = 1.

7. Ogonowska P, Wozniak A, Pieranski MK, Wasylew T, Kwiek P, Brasel M, Grinholc M,
Nakonieczna J. (2018) Application and characterization of new light-emitting diodes for
photodynamic inactivation.

LICHTING RES & TECH. 0:1-13.
IF = 1,92; IFs. i = 1,95; MNiSW = 35 pkt; Lc = 0.

8. Nakonieczna J, Wolnikowska K, Ogonowska P, Neubauer D, Bernat A, Kamysz W.
(2018) Rose Bengal-mediated photoinactivation of multidrug resistant Pseudomonas
aeruginosa is enhanced in the presence of antimicrobial peptides.

FRONTIERS IN MICROBIOL. 20; 9:1949.
IF = 4,01; IFs.1ci = 4,55 MNiSW = 35 pkt, Lc = 0.

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w sktad cyklu = 26,08
Sumaryczny IFs i publikacji wchodzacych w sktad cyklu = 28,4

Sumaryczna warto$¢ punktéw MNiISW publikacji wchodzacych w skiad cyklu = 275

(C) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikéw wraz z
omowieniem ich potencjalnego wykorzystania.

Wstep

Po wprowadzeniu do lecznictwa penicyliny a nastepnie szeregu nowych antybiotykdw,
wydawalo si¢, ze bakteryjne choroby zakazne znalazly si¢ pod kontrola. W ostatnich latach
obserwujemy jednak znaczny wzrost odsetka izolatéw opornych na antybiotyki stosowane w
lecznictwie. Jednoczesnie liczba nowych lekéw przeciwdrobnoustrojowych nie wzrasta w tempie
wystarczajacym do efektywnej kontroli zakazen bakteriamilekoopornymi (Ventola 2015). Podobna
sytuacja dotyczy grzybow, np. Candida albicans, wirdéd ktérych obserwuje sie selekeje szczepow
opornych na powszechnie stosowane leki przeciwgrzybiczne takie jak azole czy echinokandyny
(Perlin et al. 2017). Szacuje sig, ze liczba zgonéw na §wiecie bedacych skutkiem zjawiska opornosci
wzrosnie z obecnych 700 000 do 10 mln rocznie do roku 2050 (O'Neill 2016). Z tego powodu
poszukuje sie¢ metod alternatywnych, ktére beda skuteczne wobec lekoopornych

mikroorganizméw. Swiatowe gremia, w tym Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO), Europejskie
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Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Choréb (ECDC), Unia Europejska (EU) zwracaja uwage na
to, ze nowe metody powinny zapobiega¢ dalszej selekcji szczepow opornych, na przyktad poprzez
dzialanie na wiele celéw komoérkowych, w odréznieniu od dzialajacych na jeden konkretny
cel/mechanizm antybiotykéw (Wainwright et al. 2017). Przykladem takiej metody, ktéra dziata na
wiele celéw komoérkowych oraz takiej, ktora jest skuteczna wobec szczepdéw wielolekoopornych
jest fotodynamiczna inaktywacja drobnoustrojéow (ang. antimicrobial photodynamic inactivation -

aPDI).

Fotodynamiczna inaktywacja jest to metoda polegajaca na zastosowaniu $wiatla wraz z
drobnoczasteczkowymi zwiazkami aktywowanymi $wiatlem widzialnym (tzw. fotouczulaczy) w
celu zabicia komoérek mikroorganizméw. W literaturze anglojezycznej proces ten funkcjonuje pod
nazwa aPDI (ang. antimicrobial photodynamic inactivation) lub PACT (ang. photoantimicrobial
Chemotherapy) lab PDT (ang. photodynamic therapy), przy czym ostatnia nazwa przyjela sic w
odniesieniu do fotoinaktywacji komorek zmienionych nowotworowo. Pierwsze doniesienie
dotyczace efektu aPDI pochodzi z roku 1904, kiedy pokazano bdjcze dzialanie barwnikéw
akrydynowych wobec gatunku Paramecium candatum po ekspozycji na $wiatlo stoneczne (Raab
1904). Rok pozniej opublikowano wyniki dzialania fotouczulaczy na komoérki nowotoworowe
(Jesionek 1905), a samo zjawisko okreslono jako ,,fotodynamiczne”, wskazujac jednoczesnie na
istotny w nim udzial tlenu. Metoda ta jest zatem znana o wiele dluzej niz obecnie wykorzystywane

klasyczne antybiotyki.

Podstawy dziatania aPDI

Zasada dzialania aPDI opiera si¢ na wspoldzialaniu 3 elementéw: (i) nietoksycznego
niskoczasteczkowego zwiazku fotouczulajacego, (i) $wiatla w zakresie zdolnym do wzbudzenia
zwigzku fotouczulajacego (najczesciej jest to $wiatlo widzialne lub podczerwien), (i) tlenu
czasteczkowego. Po absorpcji  fotonu $wiatla, zwiazek fotouczulajacy przechodzi do
wysokoenergetycznego stanu wzbudzonego. Nadmiar energii moze zosta¢ wyemitowany w postaci
fluorescencji lub ciepla, co sprowadza czasteczke fotouczulacza ponownie do stanu
podstawowego. Alternatywna $ciezkq jest konwersja do metatrwalego stanu tripletowego. Ze stanu
tripletowego zwigzek moze powréei¢ do stanu podstawowego poprzez dwa mechanizmy (typ I 1
typ 1I), w wyniku ktérych generowane sg reaktywne formy tlenu (RFT), bedace kluczowymi
czynnikami boéjczymi w procesie aPDI. W reakcji typu I dochodzi do transferu elektronu ze
zwigzku fotouczulajacego na sasiadujacy substrat, co prowadzi w duzej mierze do powstania

anionorodnika ponadtlenkowego (O:*®). Dwie czasteczki O.* podlegaja procesowi dysmutacji

5
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tworzac nadtlenek wodoru (H.O»), ktéry jest z kolei prekursorem najbardziej reaktywnej formy
tlenu — rodnika hydroksylowego (HO®). W reakcji typu II dochodzi do transferu energii (nie
elektronu) bezposrednio na tlen czasteczkowy, co prowadzi do powstania tlenu singletowego ('O.).
Powstajace w ten sposéb REFT majq dzialanie béjcze wzgledem komorek szybko dzielacych sig, np.
drobnoustrojow, komoérek zmienionych nowotworowo. Po oddaniu energii zwigzek fotouczulajacy
powraca do stanu podstawowego 1 jest gotowy do wejscia w kolejne cykle prowadzace do
wygenerowania wickszej losci RFT. Dzi¢ki temu jedna czasteczka zwiazku fotouczulajgcego moze
wygenerowac tysigce RFT zanim zwigzek ulegnie inaktywacji. Ogromna wickszo$¢ zwigzkow
fotouczulajacych dziala zaréwno wedlug rekeji typu I, jak 1 typu 1I a przewaga ktérego$ z nich
zalezy od struktury chemicznej zwiazku (Bacellar et al. 2015; Baptista et al. 2017). Dla przyktadu,
fenotiazyny (blekit metylenowy, blgkit toluidynowy) dzialaja gléwnie wedtug mechanizmu typu I,
prowadzacego do wytworzenia wolnych rodnikéw, natomiast tetrapirole (porfiryny, chloryny) czy

ksanteny (r6z bengalski) sa wydajnymi producentami tlenu singletowego.

Zridia swiatla stosowane w aPDI

Odpowiednie zrédlo $wiatla stanowi nieodlacznie wazny element aPDI. W literaturze
opisano 3 podstawowe zrodla §wiatla, ktére sa wykorzystywane w aPDI: lasery (np. argonowe,
neodymowe), diody (ang. ight Emitting Diodes, LED) 1lampy wyladowcze (halogenowe, kwarcowe,
ksenonowe). Kazdy rodzaj zrédia swiatla ma swoje ograniczenia. Lasery charakteryzuja si¢ wysoka
monochromatycznoscia 1 wytwarzajg §wiatlo koherentne o waskim strumieniu, dzi¢ki czemu moga
by¢ taczone z urzadzeniami endoskopowymi dostarczajacymi §wiatlo w trudno dostepne miejsca
wewnatrz ciala. Ogromnym ograniczeniem w ich stosowaniu sg jednak wysokie koszty. Dlatego
coraz czg¢sciej zastepuje si¢ je zrodtami §wiatla LED. Spektrum §wiatla produkowanego przez LED
jest szersze niz w przypadku laseréw, a koszt produkeji znacznie nizszy. Ogromna zaleta LED jest
mozliwos¢ konstrukcji paneli diodowych, ktére odzwierciedlaja krzywizny ciala, dostarczajac
zdefiniowana porcje energii w sposéb homogenny na duza powierzchnie. Najtafisze sa lampy
halogenowe, ktore dzigki zastosowaniu filtréw optycznych moga by¢ wykorzystane do wzbudzenia
kazdego rodzaju zwiazku fotouczulajacego. Produkuja one jednak duzo ciepta, co jest powaznym
ograniczeniem w stosowaniu klinicznym tego typu zrédel $wiatla oraz nie moga by¢ stosowane z
wloknami optycznymi (Nagata et al. 2012). Rodzaj zrédla §wiatla ma znaczenie drugorzedne,
natomiast wazna jest jego moc i spektrum emisji, ktore musi by¢ zgodne z zakresem absorpcji
okreslonego zwiazku fotouczulajacego. Warto nadmienié¢, ze w ostatnich latach coraz wicksza

uwage przyklada si¢ do kwestii precyzyjnej dozymetrii. W klinicznym zastosowaniu aPDI wazne
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jest, aby S$ciSle i precyzyjnie kontrolowa¢ dawke dostarczanego $wiatla. Jak dotad nie
skonstruowano urzadzen pomiarowych, dzigki ktérym mozna monitorowaé energi¢ Swietlng
dostarczona do tkanki (a nie wyprodukowana przez zrédlo $wiatta), co jest jednym z ograniczen w

powszechnym stosowaniu metody fotodynamiczne;.

Cele komdrkowe aPDI

Podstawowg zaleta metody aPDI jest jej nieselektywny sposob dzialania, czyli mozliwosé
oddzialywania fotogenerowanych RFT z praktycznie kazda strukturg komérkowa, taka jak $ciana
komérkowa, blona cytoplazmatyczna, wewnatrzkomoérkowe struktury biatkowe, czy DNA
[Almeida 2015]. To, ktéra struktura komérkowa ulegnie fotooksydacji w efekcie aPDI, zalezy w
gléwnej mierze od lokalizacji komoérkowej fotouczulacza oraz od tego, na jaka odleglosc
wygenerowane RFT sa w stanie si¢ przemiesci¢ (Maisch et al. 2007). Mozliwe s trzy podstawowe

scenariusze dzialania fotouczulacza (Alves et al. 2014):

©) pozostaje on na zewnatrz komorki bakteryjnej, nie wiazac si¢ Scisle z komorka,

(i) wiaze si¢ z ostonami komoérkowymi (np. btong cytoplazmatyczna, $ciang komérkowa)
doprowadzajac do ich zniszczenia,

(i)  wiaze si¢ z komorka, a nastepnie wnika do jej wnetrza na zasadzie dyfuzji lub aktywnego

transportu powodujac zniszczenia czasteczek wewnatrzkomoérkowych (biatek, DNA).

Liczba badan dotyczacych lokalizacji fotouczulaczy w komoérkach jest doé¢ ograniczona, a niektore
publikowane dane wydaja si¢ sprzeczne, np. dla fotouczulacza TMPyP [toluenosulfonian (5,10,
15,20-tetrakis (1-metylo-4-pirydynio) porfiryny)|] pokazano, ze nie wnika on do komorek
bakteryjnych (Gollmer et al. 2017; Preuss et al. 2013), w innym badaniu wykazano, ze jest zwigzany
ze Sciang komoérkowsa 1 DNA (Ragas et al. 2010). Z kolei dla fotouczulaczy z grupy fenotiazyn (np.
blekitu metylenowego) pokazano, ze wnikaja do wnetrza komorek bakteryjnych, a nastepnie s z

nich usuwane poprzez dzialanie pomp typu ,,efflux” (Tegos et al. 2008).

Zastosowanie aPDI 1w medycynie

Terapia fotodynamiczna (PDT) jako metoda leczenia nowotwordw zostala zatwierdzona
juz wiele lat temu do leczenia raka pecherza (po raz pierwszy w Kanadzie w 1993 r.), raka przetyku
(w USA w roku 1995), a potem raka ptuc (1998 r.) i przelyku Barretta (2003 r.) w oparciu o

pochodne porfirynowe (np. Photofrin®™). Obecnie zakres choréb leczonych fotodynamicznie zostal
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poszerzony o kolejne wskazania przeciwnowotworowe takie jak: rak glowy, szyi, jamy brzusznej,
klatki piersiowej, moézgu, skory, piersi, jelita, szyjki macicy (Ormond and Freeman 2013). Do
leczenia pacjentéw zatwierdzono kolejne fotouczulacze, bedace mieszaning oligomeréw
porfirynowych: Photosan-3%, Photogem® w Rosji i Brazylii, a takze w krajach Unii Europejskie;.
Obecnie liczba dostgpnych na rynku fotouczulaczy ulegla poszerzeniu o kolejne zwiazki, np.
Foscan® (temoporfina, meta-tetrahydroksyfenylchloryna, mTHPC; Biolitec AG), Visudyne®
(verteporfina, benzoporfiryna, BPD-MA; Novartis Pharmaceuticals), Levulan® (kwas 5-
aminolewulanowy, ALA; DUSA Pharmaceuticals, Inc.), Metvix® (metylowa pochodna kwasu
aminolewulanowego, M-ALA; PhotoCure ASA.). Ogromna wigkszo$¢ tych zwigzkéw ma
zastosowanie w onkologii. Dwa zwiazki fotouczulajace sa zatwierdzone do leczenia cigzkich postaci
tradziku pospolitego, tj. schorzenia o etiologii bakteryjnej. Coraz wigcej grup badawczych pracuje
nad zwigzkami fotouczulajacymi dedykowanymi do zwalczania drobnoustrojow. Najwigksza
dziedzing medycyny, w ktérej aPDI wykazuje duza skutecznos¢ jest dermatologia i stomatologia.
Miejscowy charakter schorzen dermatologicznych i stomatologicznych daje mozliwos¢ latwej
aplikacji zaréwno fotouczulacza jak i1 Swiatla, co w konsekwencji prowadzi do efektywnego 1
kontrolowanego wyleczenia. Na rynku medycznym dostepny jest system Periowave® (Ondine
Biomedical Inc., Kanada), skladajacy si¢ ze zwiazku fotouczulajacego (bigkit metylenowy) 1 zrédla
$wiatla (660nm), ktéry jest dedykowany leczeniu ostrych zapalen przyzebia, prochnicy zebow,
choroby endodontycznej. Nalezacy do tej samej grupy, co blekit metylenowy, zwiazek PPA904
badano w leczeniu chronicznych owrzodzen uzyskujac bardzo dobre efekty terapeutyczne (Brown
2012; Morley et al. 2013). Obecnie prowadzone sa badania kliniczne na grupie dzieci (pacjenci
onkologiczni poddani chemioterapii) nad wykorzystaniem aPDI w leczeniu zapalenia §luzéwki
jamy ustnej (NCT02555501), a takze badania nad zastosowaniem aPDI w leczeniu przewleklego
zapalenia zatok przynosowych (NCT01854619) czy dezynfekcji skéry (NCT01981460).
Wymienione badania kliniczne przeprowadzane sq w oparciu o zastosowanie znanych od wielu lat
zwigzkow fenotiazynowych (blekitu metylenowego, bi¢kitu toluidynowego). Obecnie poszukuje
si¢ nowych zwiazkéw fotouczulajacych, ktére wykazywalyby lepsze od fenotiazyn wlasciwosci
tizyko-chemiczne (brak agregacji w roztworach wodnych) oraz wlasciwosci biologiczne (wysoka
efektywnos¢ wzgledem drobnoustrojéw przy jednoczesnym braku toksycznodci wobec komoérek
ludzkich). Poszukuje si¢ takich zwiazkow, ktore beda efektywne wobec tzw. wymagajacych
gatunkéw, tj. bakterii Gram wujemnych, drozdzy, czy tez biofilmu tworzonego przez
mikroorganizmy, ktéry ze wzgledu na swoja strukture i wlasciwosci jest bardzo trudny do

eradykacji. Istotne informacje na temat podstaw dzialania aPDI, modeli 7z vitro oraz in vive
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opisanych w literaturze dotyczacych aPDI, ze szczegélnym uwzglednieniem biofilmu bakteryjnego

zawartam w pracy przegladowej P.1.

Aby stosowa¢ nowe zwiazki fotouczulajace, ktorych wysoka efektywnos¢ wzgledem
wielolekoopornych patogenéw ludzkich zostala udowodniona w badaniach 7z vitro czy tez z
wykorzystaniem przedklinicznych modeli 7z vivo, potrzebne sa systematyczne badania dotyczace
mechanizméw dzialania okreslonych zwiazkéw fotouczulajacych. Ciagle brakuje odpowiedzi na
szereg pytan pozwalajacych na zrozumienie wewnatrzkomoérkowych proceséw sktadajacych si¢ na
mechanizm dzialania aPDI oraz czynnikéw komoérkowych bioracych udzial w odpowiedzi na stres

fotooksydacyjny.

Z wyzej wymienionych powodéw celem moich badan, ktérych wyniki ztozyly sig¢
na prezentowane osiagniecie naukowe byta identyfikacja czynnikéw komoérkowych
odpowiadajacych za efektywnos$¢ aPDI. W momencie rozpoczecia badan skladajacych si¢ na
przedstawione osiagniecie znakomita wigkszos$¢ publikowanych prac dotyczyla analiz efektywnosci
dzialania okreslonych zwiazkéw fotouczulajacych 7z vitro na wybranych gatunkach
mikroorganizméw. Moje zainteresowanie skupilam na zglebieniu roli czynnikéw potencjalnie
chroniacych komoérke bakteryjng (enzymy antyoksydacyjne, czynnik sigmaB, transportery hemu,
karotenoidy blonowe) przed warunkami stresowymi generowanymi przez aPDI. Wybér tych
czynnikéw do analiz w moim ukladzie modelowym byt zasadny o tyle, ze aPDI jest procesem,
ktéry zachodzi z udzialem reakcji wolnorodnikowych. Z kolei wybor biatek transportujacych hem
podyktowany byl rodzajem fotouczulacza, ktéry wykorzystalam w analizach. Zwiazkiem
fotouczulajacym, ktéry wykorzystywalam w wigckszodci analiz byla protoporfiryna IX, czyli
czasteczka bedaca strukturalnym analogiem hemu pozbawionym jonéw zelaza. Ponadto znaczna
wigkszos$¢ zwiazkow fotouczulajacych zatwierdzonych do leczenia ludzi to pochodne porfirynowe.
Te czes¢ mojego osiagniccia zawarlam w omoéwionych ponizej pracach P.2, P.3, P.4.
Rownoleglym nurtem badawczym, ktéry realizowalam w ramach moich zainteresowan naukowych
byla charakterystyka nowych zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych pod katem ich przydatnosci w
aPDI, przy czym szczegolnie skupilam si¢ na analizie gatunku C. albicans (prace P.5, P.6). Swoje
zainteresowania badawcze skupilam réwniez na poprawie efektywnosci aPDI  poprzez
funkcjonalizacje dzialania zwigzkéw fotouczulajacych za pomocy przeciwdroboustrojowych
peptydow (P.8). Z tego powodu, ze §wiatlo jest niezbednym elementem aPDI, interesowalo mnie
réwniez badanie wlasciwosci zrodel 1 parametréw fizycznych strumienia §wiatla w celu precyzyjne;j

kontroli i mozliwosci uzyskania najlepszego efektu aPDI (P.7).



Zalacznik nr 2 Joanna Nakonieczna

Moje osiagniecie przedstawiam jako cykl publikaciji pod wspoélnym tytutem: ,,Jdentyfikacja
czynnikéw komodrkowych istotnych w procesie fotoinaktywacji drobnoustrojéw oraz
opracowanie strategii zwi¢kszania jego efektywnosci.” Prace sktadajace si¢ na przedstawione
osiggniecie byly realizowane w Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG 1 GUMed.
Finansowane byly w gléwnej mierze ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki oraz ze srodkéw
Uniwersytetu Gdanskiego. W obydwu przypadkach badania wykonywatam w ramach realizacji

projektow, ktérych bytam kierownikiem.

Omoéwienie szczegétowe prac wchodzacych w sktad osiaggnigcia naukowego

P. 1 Taraszkiewicz A, Fila G, Grinholc M, Nakonieczna J. (2013) Innovative strategies to
overcome biofilm resistance. (praca przegladowa) BIOMED RES INT, 2013:150653

Cel naukowy pracy:

Celem pracy byl przeglad literatury dotyczacy efektywnosci aPDI wzgledem gatunkéw patogenow
ludzkich hodowanych w formie kultur planktonicznych jak i tworzacych biofilm.

Syntetyczny opis pracy i jej zhaczenie:

Praca zawiera przeglad literatury dotyczacy efektywnosci aPDI wzgledem gléwnych patogenow
ludzkich: Staphylococuss anrens, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans. Przede wszystkim skupitam si¢
na przedstawieniu biofilmu jako tej struktury, ktéra jest zwigzana z infekcjami chronicznymi
pacjentow, infekcjami pacjentdbw o obnizonej odpornosci lub kolonizacja powierzchni
medycznych, czy urzadzen szpitalnych. W pracy przedstawilam sposéb formowania biofilmu, jego
wlasciwosci 1 problemy zwiazane 2z opornoscia biofilmu na klasyczne traktowanie
przeciwdrobnoustrojowe. Zaproponowalam metode aPDI jako efektywna alternatywe wobec
antybiotykow, ktora jest skuteczna wobec mikroorganizmoéw tworzacych biofilm. W dalszym etapie
zebralam 1 usystematyzowalm wiedze¢ dotyczaca réznych zwiazkéw, ktore wykazywaly
efektywnos¢ wobec biofilmu tworzonego przez Gram-dodatnie, Gram-ujemne bakterie oraz
grzyby. Do tej grupy zwiazkéw naleza enzymy (Dnazal, lizostafina, a-amylaza, itd.), nanoczasteczki
srebra, ekstrakty roslinne, czy mniej kojarzone z tego typu zastosowaniami: ibuprofen, kwas
mlekowy, chitozan. Jako ciekawg propozycje wskazalam mozliwos¢ synergistycznego dziatania
pomiedzy wymienionymi zwigzkami a antybiotykami lub laczenie zwigzkéw o aktywnosci
naruszajacej strukture biofilmu z dzialaniem aPDI.

P.2 Nakonieczna J, Michta E, Rybicka M, Grinholc M, Anna Gwizdek-Wisniewska, Bielawski
KP. (2010) Superoxide dismutase is upregulated in Staphylococcus aurens following protoporphyrin-

mediated photodynamic inactivation and does not directly influence the response to
photodynamic treatment. BMC MICROBIOLOGY, 10, 323.

Cel naukowy pracy:
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Powstajace w duzej ilosci RFT (np. generowane przez neutrofile gospodarza w czasie
infekcji organizmu) wywoluja w komorce bakteryjnej stres oksydacyjny. Komoérki bronig si¢ przed
nim wytwarzajac wysoko wyspecjalizowane enzymy detoksykujace RFT - dysmutazy
ponadtlenkowe (SOD), katalazy, peroksydazy, a takze glutation (Staerck et al. 2017). Pytanie
postawione w pracy brzmiato, czy dzigki tym enzymom bakterie moga adoptowac si¢ do warunkow
stresu fotooksydacyjnego generowanego w wyniku aPDI? W momencie rozpoczecia prac
zwigzanych z przedstawianym osiagnicciem, zagadnienie to nie bylo badane.

Celem pracy bylo zbadanie roli enzymoéw antyoksydacyjnych — dysmutaz ponadtlenkowych
SodA i SodM u gronkowca zlocistego w ochronie przed aPDI. Z wczesniejszych badan
prowadzonych w Zakladzie Diagnostyki Molekularnej wynikalo, ze mikroorganizmy nalezace do
tego samego gatunku w rézny sposéb odpowiadaja na aPDI. Efektywno$¢ aPDI wahata si¢ od
20% do 99,999% redukciji liczby zywych bakterii (Grinholc et al. 2008). Poniewaz podstawowa
funkcja dysmutaz ponadtlenkowych jest obrona komoérek przed stresem oksydacyjnym,
oczekiwalam korelacji pomiedzy obecnoscia genéw sod a efektywnoscig aPDI. W ramach tej pracy
chcialam sprawdzi¢, czy SodA i/lub SodM sj istotnymi czynnikami odpowiedzi bakterii na aPDI
z wykorzystaniem protoporfiryny IX jako zwigzku fotouczulajacego.

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

W doswiadczeniach postuzylam si¢ mutantami S. aureus pozbawionymi gendéw kodujacych
dysmutaz¢ ponadtlenkowa A (AsodA) i dysmutaze ponadtlenkowa M (AsodM), oraz podwojnymi
mutantami pozbawionymi obu genéw kodujacych omawiane biatka (AsodAsodM). Okazalo sie, ze
w typowych warunkach eksperymentalnych nie obserwowalam réznic w efektywnosdci aPDI w
stosunku do analizowanych mutantéw oraz szczepu typu dzikiego. Dopiero po usunieciu jonéw
Mn** ze §rodowiska reakeji zaobserwowalam znaczne réznice w efektywnosci aPDI. Co cickawe,
tylko mutant pozbawiony catkowitej aktywnosci Sod nie przezywal w warunkach eksperymentu.
Jesli szczep S. awrens pozbawiony byl tylko jednej aktywnosci Sod, obecnosé¢ drugiej byla
wystarczajaca dla ochrony komérki przed generowanym stresem fotooksydacyjnym. Swiadczy to o
tym, ze dysmutazy ponadtlenkowe nie s3 odpowiedzialne za obserwowane réznice w efektywnosci
aPDI, przynajmniej w naszych warunkach eksperymentalnych, gdzie jako fotouczulacza uzylismy
protoporfiryneg IX, a do jej wzbudzenia §wiatla czerwonego (624nm) lub niebieskiego (411nm).

W kolejnym etapie prezentowanej pracy sprawdzilam, czy aktywnos$¢ dysmutaz
wewnatrzkomérkowych oraz/lub ich ilo§é zmienia si¢ w efekcie aPDI. Aby odpowiedzieé na to
pytanie zmierzylam poziom ekspresji genow sodA 1 sodM oraz aktywnos¢ bialek SodA i SodM w
komorkach traktowanych fotodynamicznie. Wyselekcjonowalam pule 8 szczepdw, ktore
okreslitam jako wrazliwe badZ oporne na zastosowane warunki aPDI. Okazalo sig, Zze zaréwno
poziom transkryptow sodA, sodM, jak i aktywnos$¢ bialek rosnie w efekcie traktowania
fotodynamicznego. Niezwykle ciekawa okazala si¢ obserwacja, ze poziomy transkryptow i biatek
rosna, ale tylko u tych szczepow, ktére byly wrazliwe na aPDI.

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazaly na istotng role¢ wewnatrzkomoérkowych
dysmutaz ponadtlenkowych w odpowiedzi na stres fotooksydacyjny, co jest zgodne z ich
antyoksydacyjna funkcja. Jednoczes$nie jednak pokazaly, ze za réznice w efektywnosci
aPDI nie odpowiada aktywnos¢ wewnatrzkomoérkowych dysmutaz ponadtlenkowych.
Uzyskane wyniki pokazuja, ze stres fotooksydacyjny z wykorzystaniem protoporfiryny IX jako
zwigzku fotouczulajacego nie jest generowany wewnatrz komorki, ale raczej na poziomie oston
komoérkowych. 1 to raczej wlasciwosci oslon komorkowych moga mieé znaczenie w
obserwowanych réznicach efektywnosci aPDI.

11



Zalacznik nr 2 Joanna Nakonieczna

Znaczenie uzyskanych wynikéw:

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze dysmutazy ponadtlenkowe nie sa czynnikami,
ktére bezposrednio wplywaja na efektywnos¢ metody fotodynamicznej z wykorzystaniem PpIX w
przypadku S. aureus. Ma to duze znaczenie poznawcze i aplikacyjne ze wzgledu na to, ze
efektywnos¢ metody aPDI, ktorej podstawa jest generacja RFT, nie jest obnizona w efekcie
dzialania wewnatrzkomoérkowych systeméw antyoksydacyjnych. To z kolei sugeruje, ze
prawdopodobienstwo selekcji szczepow opornych na aPDI w oparciu o mechanizm obrony
antyoksydacyjnej jest znikome.

P.3 Nakonieczna J., Kossakowska-Zwierucho M., Filipiak M., Hewelt-Belka W., Grinholc M.,
Bielawski K.P. (2016) Photoinactivation of Staphylococcus aurens using protoporphyrin IX: the role
of haem-regulated transporter HrtA. APPL. MICROBIOL. BIOTECHNOL. 100(3):1393-405.

Cel naukowy pracy:

Proces akumulacji zwiazku fotouczulajacego w komorce bakteryjnej moze miec istotne
znaczenie dla efektywnej fotoinaktywacji. Dlatego celem pracy bylo zbadanie udzialu
transporteréw hemu, bedacego strukturalnym analogiem porfiryn, w procesie fotoinaktywacii
S. aurens z wykorzystaniem protoporfiryny IX. Niewiele wiadomo na temat mechanizmu, dzigki
ktéremu bakterie S. aureus akumuluja zewnatrzkomoérkowe porfiryny. Niektorzy autorzy sugeruja,
ze ze wzgledu na strukturalne podobienstwo czasteczek, komérkowe systemy transportu hemu
moglyby odgrywac role w tym procesie (Moriwaki et al. 2011). Na przyktad system transportu Isd
(ang. Iron surface determinani) to wyspecjalizowana grupa bialek wspotpracujacych ze soba w procesie
wychwytywania, transportu przezblonowego, a nastepnie wewnatrz komorki, dla ktérego
substratem jest pochodzacy z krwi hem. Bedace skladowa tego systemu biatko IsdC wigze
efektywnie protoporfiryne IX i w mniejszym stopniu hem (Mack et al. 2004). W literaturze opisano
réwniez zlokalizowany w blonie transporter typu ABC — HtsA (ang. Heme transport system A),
o ktérym wiadomo, ze jest zaangazowany w transport hemu (Skaar et al. 2004) jak rowniez import
stafyloferyny A (Beasley et al. 2009). Innym znanym transporterem typu ABC jest para
kooperujacych biatek Hrt (ang. Heme-regulated transporter A (ATPaza) i B (permeaza)), ktére tworza
w blonie kanal aktywnie transportujacy hem na zewnatrz komoérki (Stauff et al. 2008). Jako ze
protoporfiryna IX ijej pochodne sa czesto wykorzystywane w aPDI, sprawdzitam czy wspomniane
transportery odgrywaja role w akumulacji protoporfiryny IX w komoérkach . aurens, a tym samym
wplywaja na efektywnos¢ aPDI.

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

W pierwszym etapie pracy poddalam fotoinaktywacii szczep S. awureus typu dzikiego oraz
jego 3 izogeniczne mutanty, pozbawione genéw kodujacych transportery hemu: AbrtA, AbtsA,
AzsdD. Hipoteza zakladala, Ze jesli ktéry$ z analizowanych transporteréw hemu bedzie mial
znaczenie w procesie fotoinaktywacji, zaobserwuje roznice w efektywnosci aPDI pomigdzy typem
dzikim, a jego izogenicznymi mutantami. W doswiadczeniach fotoinatywacji zaobserwowalam,
zalezna od stezenia fotouczulacza (PpIX), dawki swiatla oraz rodzaju $wiatla (405 nm - niebieskie,
632 nm - czerwone), redukcje liczby komoérek bakteryjnych szczepu AbreA. W odréznieniu od
szczepu typu dzikiego i pozostatych dwoch mutantow, AbrtA wykazal znaczaco wyzsza wrazliwosé
na stosowane w dos$wiadczeniach warunki fotoinaktywacji. HrtAB to transporter, ktérego
zadaniem jest usuwanie nadmiaru potencjalnie toksycznego hemu z komérki (Stauff et al. 2008).
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Zatozytam, ze w przypadku mutanta AbrtA, fotouczulacz — PpIX pozostawalby zakumulowany w
komorce w wigkszej ilodci niz w komorkach typu dzikiego. Rzeczywiscie obserwowalam taka
prawidlowos¢ dla zastosowanego w naszym ukladzie doswiadczalnym fotouczulacza - PpIX. W
przypadku blekitu metylenowego, czyli fotouczulacza o zupelnie réznej od PpIX strukturze, nie
obserwowalam zwigkszonej akumulacji w szczepie Abria, co stanowi posredni dowdd na to, ze
PpIX moze by¢ substratem dla HrtA. Roéznica w akumulacji PpIX pomiedzy szczepem typu
dzikiego a mutantem Alrfa byla jednak zbyt mala, aby wytlumaczy¢ znaczaca réznice w
efektywnosci aPDI pomiedzy szczepem typu dzikiego 1 mutantem.

Ponadto, w doswiadczeniach, w ktérych wykorzystalam trypsyne do usuniecia bialek
powierzchniowych S. aurens, w tym HrtA (tzw. ,,golenie komérek™), nie obserwowatam réznic w
akumulacji PpIX w szczepie typu dzikiego traktowanego i nietraktowanego trypsyna. Wynik ten
sugeruje, ze to raczej fizyczna obecnos$¢ biatka HrtA w blonie cytoplazmatycznej a nie jego funkcja
ma znaczenie dla procesu akumulacji PpIX. Aspekt ten wymaga jednak poglebionych analiz. Z
danych literaturowych wynika, ze oslony komoérkowe, a przede wszystkim blona komérkowa, sa
podstawowym celem aPDI, a jej uszkodzenie prowadzi do $mierci komérek drobnoustrojow.
Wysunetam wigc hipoteze, ze w efekcie inaktywacji HrtA dochodzi do zmian struktury lub fadunku
oston komoérkowych, co moze skutkowal zmiang efektywnosci aPDI. Aby zweryfikowaé te
hipoteze, przeanalizowalam calkowity sktad lipidowy oraz plynnosc blony S. aurens typu dzikiego
1 mutanta. Zastosowalam opracowana we wspolpracy z grupg prof. dr. hab. inz. Agaty Kot-Wasik
metodyke analizy profilu lipidowego S. aurens w oparciu technologi¢ spektrometrii mas (Hewelt-
Belka et al. 2014). Zastosowana technika LC-Q-TOF MS umozliwila identyfikacje wszystkich
gléownych klas lipidéw obecnych w komoérkach S. aureus, tj. fosfoglicerole (PG), lizylo-
fosfatydyloglicerole ~ (Lys-PG), kardiolipiny (CL), diglikozylo-diacyloglicerole (DGDG),
diacyloglicerole (DG). Identyfikacja poszczegolnych lipidéw odbyla si¢ w oparciu o skonstruowana
wezesniej baze danych (Hewelt-Belka et al. 2014) i manualng analiz¢ uzyskanych widm MS/MS.
Co ciekawe, analizujac profile lipidowe obu szczepow: typu dzikiego oraz izogenicznego mutanta
Abrta, zidentyfikowalam istotne réznice. W szczepie dzikim obserwowatam wyzsze ilosci Lys-PG,
natomiast mutant AHrtA charakteryzowal si¢ wyzsza zawarto$cia DG. Po zastosowaniu sondy
DPH (1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien), lokalizujacej si¢ w hydrofobowym rdzeniu blony w celu
pomiaru anizotropii fluorescencji DPH, zaobserwowalam znaczaco wyzsza plynnos$¢ blony
u mutanta AHrtA.

Podsumowujac, biatko HrtA jest zaangazowane w obserwowane zjawisko
zwigkszonej efektywnos$ci aPDI wobec S. aureus. Pokazalam, ze to fizyczny brak biatka HrtA
w blonie, skutkujacy zmiana jej sktadu i wlasciwosci fizycznych, a nie jego funkcja transportujaca,
wplywa na efektywnos$¢ aPDI. Uzyskane przeze mnie wyniki podkreslaja role fizycznych
wlasciwosci blony cytoplazmatycznej w procesie fotoinaktywacji S. aureus, a potencjalnie
rowniez innych mikroorganizmow.

Znaczenie uzyskanych wynikow:

Zwiazki  fotouczulajace, szczegdlnie te zblizone strukturalnie do naturalnie
wykorzystywanych przez komoérki bakteryjne, moga by¢ substratami dla bakteryjnych systeméw
transportujacych. W efekcie czyniag komoérki niewrazliwymi na okreslony zwiazek fotouczulajacy. Z
drugiej strony analiza bakteryjnych systeméw importu zwigzkéw do wnetrza komoérki moze
stanowi¢ ciekawy 1 zupelnie nowy trend w dziedzinie aPDI, a mianowicie celowang aPDI. W
prezentowanej pracy pokazalam, Zze pompa typu ,efflux” HrtAB nie jest odpowiedzialna za
usuwanie zwigzku fotouczulajacego z komorki. Wiadomo natomiast, ze PpIX, a takze jej pochodna
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zawierajaca jony Ga®', moze by¢ aktywnie transportowana do komorki dzigki bakteryjnym
systemom importu hemu. W $wietle takich doniesien mozna si¢ spodziewac, ze efektywnosé aPDI
moze by¢ zwigckszana poprzez laczenie efektywnej akumulacji i produkciji niespecyficznie
dziatajacych RFT. Podsumowujac, uzyskane wyniki przyczyniajq si¢ do poszerzenia wiedzy
na temat mechanizmu dziatania aPDI, poprzez wskazanie wlasciwosci fizyko-
chemicznych blon komoérkowych jako istotnego czynnika wpltywajacego na efektywnosc
aPDI.

P.4 Kossakowska-Zwierucho M, Kazmierkiewicz R, Bielawski KP, Nakonieczna J. (2010)
Factors determining Staphylococcus anrens susceptibility to photoantimicrobial chemotherapy: RsbU
activity, staphyloxanthin level, and membrane fluidity. FRONTIERS IN MICROBIOL. 19;
7:1141.

Cel naukowy pracy:

Obecnie, coraz wigcej autorow zauwaza szczepowo-zalezng odpowiedz na aPDI (Grinholc
et al. 2008). Pojawiaja si¢ prace, gdzie autorzy prezentuja wyniki analiz przeprowadzonych na
wigkszej liczbie, niz jeden przedstawiciel szczepow, co jest niezwykle istotne z perspektywy
wykorzystania aPDI jako efektywnej metody leczenia (Nakonieczna and Grinholc 2012).
Jednoczesnie pojawia sie potrzeba wyjasnienia obserwowanego zjawiska réznej odpowiedzi na
aPDI w obrebie szczepéw nalezacych do jednego gatunku. Autorzy zaczynaja poszukiwaé
okreslonej ,,molekularnej sygnatury”, czyli niejako zestawu cech, ktore czynig komoérki mniej lub
bardziej wrazliwymi na aPDI. Dotychczas podjeto prace nad proteomem S. awrens poddanym
dzialaniu aPDI, gdzie zidentyfikowano wyzsza produkcje bialek metabolizmu beztlenowego jako
zaangazowanych w proces aPDI (Dosselli et al. 2012). Z kolei w badaniach lipidomu S7aphylococcus
warneri zidentyfikowano modyfikacje fosfolipidéow blony cytoplazmatycznej w postaci tlenkow
1 nadtlenkéw lipidow, ktore skutkowaly efektem bojczym dla komorek bakteryjnych (Alves et al.
2013). Stres fotooksydacyjny generowany w wyniku aPDI wywoluje efekt plejotropowy, dlatego
w dalszych etapach pracy bylam zainteresowana sprawdzeniem roli gléwnych regulatoréow
komoérkowych, majacych znaczenia dla funkcjonowania komoérki w warunkach stresu. W
przypadku modelu badawczego S. awrens waznym regulatorem stresu komoérkowego jest czynnik
Sigma B (SigB), ktéry kontroluje ekspresje ponad 150 genéw zaangazowanych w odpowiedz na
stres Srodowiskowy (Gertz et al. 1999; Senn et al. 2005), transport przezblonowy, kompozycje
oston komoérkowych, regulacje produkcji czynnikéw wirulencji, m.in. stafyloksantyny (Muller et al.
2014). Jako cel w przedstawionej pracy postawilam zbadanie roli elementéw operonu Sigma B w
odpowiedzi na aPDI.

Oprécz  wyspecjalizowanych systeméw  enzymatycznych komoérki moga  wytwarzaé
niskoczasteczkowe zwigzki, ktore ,,wyciszaja” wzbudzone zwigzki fotouczulajace, dzialajac jako
antyoksydanty, np. karotenoidy (Krieger-Liszkay et al., 2008). Wiele mikroorganizmoéow
chorobotworczych, w tym MRSA (metycylino-oporny . aureus) wytwarza barwniki, ktore
odgrywajq role w odpowiedzi na stres oksydacyjny.

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

W pracy wykorzystalam 6 réznych zwigzkéw fotouczulajacych, nalezacych do réznych grup
chemicznych: fenotiazyna  (bl¢kit toluidynowy), porfiryny (arginizowana pochodna
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protoporpfiryny IX — PPArg, , tetrakationowa pochodna porfirynowa — TMPyP), ftalocyjanina
cynkowa (ZnPc), przedstawiciel ksantendéw (r6z bengalski - RB) 1 scharakteryzowana w naszym
zespole pochodna fullerenu (Grinholc, Nakonieczna et al. 2015). Kazdy zwiazek byl wykorzystany
w aPDI szczepu S. aurens typu dzikiego (USA300) oraz jego izogenicznych mutantéw w genach
kodujacych sktadowe operonu Sigma B: AsigB, ArsblW, Arsbl”, ArsbU. W przypadku 3 badanych
fotouczulaczy (PPArg,, ZnPc, RB) obserwowalam znaczacy efekt fototoksyczny (spadek
przezywalnos$ci >5 jednostek w skali logarytmicznej; logio) w stosunku do mutantow AsigB, ArsblV,
Arsbl7, ArsbU, ale nie w stosunku do szczepu typu dzikiego. Podobne analizy zostaly
przeprowadzone dla wybranych izolatéw klinicznych, z ktérych 6 wykazato wysoka wrazliwos$¢ na
aPDI z wykorzystaniem 3 badanych fotouczulaczy, natomiast jeden charakteryzowal si¢ niska
wrazliwo$cia na aPDI. Dzi¢ki sekwencjonowaniu genéw operonu Sigma B zidentyfikowalam
szereg aberracji w analizowanych wysoko wrazliwych szczepach klinicznych, nie zidentyfikowatam
natomiast zadnych zmian w obrebie operonu Sigma B w szczepie nisko wrazliwym na aPDI. Co
cieckawe, zidentyfikowane aberracje zlokalizowane byly gtéwnie w genie 756U, ktéry koduje biatko
RsbU — pozytywny regulator funkeji SigB (Senn et al. 2005). Analiza funkcjonalnosci SigB (na
podstawie pomiaru poziomu ekspresji genu asp23, regulowanego wylacznie przez funkcje SigB),
wykazala obnizona aktywno$c¢ SigB w 4 szczepach klinicznych, wskazujac na potencjalna istotnos¢
zidentyfikowanych mutacji dla aktywnosci SigB.

Jednym z najbardziej charakterystycznych fragmentéw DNA w regulonie SigB jest operon
odpowiedzialny za biosynteze¢ stafyloksantyny (STX), czyli charakterystycznego zéltego barwnika
o wladciwosciach antyoksydacyjnych, ktory jest zlokalizowany w blonie cytoplazmatycznej
(Bischoff et al. 2004). Stafyloksantyna produkowana przez S. aurens niweluje destrukcyjne dziatanie
oksydacyjne neutrofili gospodarza w czasie infekcji. Utrata tego zlotego pigmentu obniza potencjat
antyoksydacyjny 1 wirulencje S. aurens w mysim modelu infekcji systemowej (Liu et al., 2005).
Obecnos¢ stafyloksantyny moze zatem wplywac na efektywno$¢ aPDI, zwazywszy na fakt, ze ok.
90% opisanych w literaturze izolatéw posiada zlokalizowane w blonie barwniki karotenoidowe
(Zhang et al., 2018). Wyniki przedstawione w prezentowanej pracy pokazuja, ze nadprodukcja STX
w komorkach . anreus prowadzi do zwigkszonej w poréwnaniu z typem dzikim opornosci na aPDI,
natomiast delecja kluczowych genéw, skutkujaca brakiem pigmentacji, w znacznym stopniu
uwrazliwia komoérki na aPDI. Zalezno$¢ taka obserwowalam dla 3 badanych fotouczulaczy
(PPArg,, ZnPc, RB). Pomiary iloéci karotenoidow (STX jest gléwnym karotenoidem
komérkowym) w analizowanych szczepach klinicznych wskazuja na korelacje ilosci karotenoidow
z aktywnoscig SigB, co jest zgodne z regulacyjna funkcja SigB. Wyniki uzyskane w ramach tej
pracy wskazuja zatem, ze produkcja karotenoidéw, w tym stafyloksantyny, jest znaczacym
elementem sigmaB-zaleznego mechanizmu odpowiedzi na aPDI. Na uwage zasluguje
jednak fakt, ze niektére szczepy o zachowanej aktywnosci SigB i stosunkowo wysokiej produkeji
karotenoidow pozostajg bardzo wrazliwe na stosowane w naszych do§wiadczeniach warunki aPDI.

Stafyloksantyna jest barwnikiem zlokalizowanym w blonie i moze wplywaé na wlasciwosci
fizyczne blony, takie jak plynnodé. Z tego powodu zanalizowalam plynnos¢ blony w badanych
szczepach, a nastepnie stosujac analizy statystyczne (klastrowanie hierarchiczne - aglomeracja
Warda, obliczanie dystansu metodq Manhattan) wyznaczylam 3 grupy szczepéw charakteryzujace
si¢ rozna plynnoscia blony cytoplazmatycznej. W grupie, ktéra charakteryzowala si¢ najnizsza
plynnoscia blony znalazly si¢ tylko szczepy, ktore wykazywaly niska wrazliwos¢ na aPDI. Z kolei
w grupie drugiej i trzeciej szczepow o wyzszej plynnosci blony znalazly si¢ szczepy znaczaco
bardziej wrazliwe na aPDI. Uzyskane wyniki potwierdzajq moje wcze$niejsze obserwacje dotyczace
istotno$ci parametru plynnosci bltony w efektywnej fotoinaktywaciji (praca P.3).
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Znaczenie uzyskanych wynikow:

Wyniki przedstawione w pracy z jednej strony pokazuja dos¢ ztozony charakter powigzan
pomiedzy bakteryjnymi czynnikami komoérkowymi, ktére maja wplyw na efektywnosé aPDI, z
drugiej strony wyraznie wskazuja na znaczenie rodzaju zwiazku fotouczulajacego w procesie
fotoinaktywaciji. W pracy zanalizowalam szeroki panel zwigzkéw fotouczulajacych, dla potowy z
nich funkcja badanego czynnika SigmaB okazala si¢ istotna. Zwiazki te ogdlnie mozna
scharakteryzowa¢ jako efektywnie akumulujace si¢ w komoérkach . awrews, dzialajace wg
mechanizmu typu II (producenci tlenu sigletowego). Ponadto, pokazatam, Ze zlokalizowana
btonowo stafyloksantyna ma wplyw na ptynnosc btony, a w dalszym etapie na efektywnosc
fotoinaktywacji, przez co stanowi istotny czynnik komoérkowy majacy znaczenie w
efektywnos$ci aPDI. Uwazam ponadto, ze stafyloksantyna moze stanowi¢ potencjalny obiekt dla
celowanej aPDI.

P.5 Taraszkiewicz A., Grinholc M., Bielawski KP., Kawiak A., Nakonieczna J. (2013)
Imidazoacridinone derivatives as efficient sensitizers in photoantimicrobial chemotherapy. APPL.
ENVIRON. MICROB,, 79(12):3692-702,

Cel naukowy pracy:

Lekooporne szczepy drozdzakéw stanowia coraz wigkszy odsetek wsréd ludzkich patogenow
grzybiczych. Dostepne obecnie opcje terapeutyczne sg ograniczone ze wzgledu na toksycznos$é
lekéw, wysokie koszty leczenia lub trudnosci w ich stosowaniu (Beardsley et al. 2018). Zapadalnos¢
na choroby grzybicze na $wiecie ro$nie gwaltownie w ostatnich latach, a obecne szacunki sugeruja,
ze rocznie wystepuje okolo 300 milionéw infekcji grzybiczych powodujacych zagrozenie Zycia, co
skutkuje 1,6 miliona zgonéw (Jermy 2017). Najbardziej popularnym przedstawicielem grzybow,
bedacych patogenami cztowieka jest Candida albicans, ktéry kolonizuje powszechnie §luzéwke jamy
ustnej i gardla oraz nablonek pochwy a takze inne nablonki ludzkiego organizmu. W przypadku
pacjentow z zaburzeniami ukladu odpornosciowego (chorzy na AIDS, pacjenci onkologiczni)
moze dochodzi¢ do infekcji systemowych, w przypadku ktorych $miertelno$¢ jest wyzsza niz sepsy
bakteryjnej i sicga nawet 40% (Picazo et al. 2008). Podobnie, jak w przypadku leczenia
antybiotykami zakazen bakteryjnych, efektywnos$¢ leczenia mykostatykami spada ze wzgledu na
rosnace zjawisko opornosci, dlatego poszukuje si¢ nowych metod, ktére moglyby skutecznie leczyé
zakazenia grzybami. Celem pracy bylo zbadanie efektywnosci aPDI w stosunku do Candida albicans
z wykorzystaniem nowych zwiazkéw fotouczulajacych.

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

Jako zwiazki fotouczulajace wybratam pochodne imidazoakrydyny (IA) (Cholody et al.
1990). Zwiazki te opracowywano jako leki przeciwnowotworowe, wykazujace cytotoksycznos$c
wzgledem szybko dzielacych si¢ komoérek. Z danych literaturowych wynika, ze niektére pochodne
imidazoakrydyny akumuluja si¢ w jadrze komoérkowym i hamuja syntez¢ DNA, jednakze nie
wykazuja aktywnosci transformujacej (Berger et al. 1996). Imidazoakrydyny absorbujq §wiatlo
niebieskie w zakresie 420 - 440 nm a takze wykazuja fluorescencje w zakresie 500 — 540 nm, co
wskazywalo, Ze moga wykazywac wlasciwosci fotodynamiczne.

W pierwszym etapie do analiz wybralam 10 losowych pochodnych IA i sprawdzitam ich
zalezna od Swiatla aktywno$¢ bojcza wzgledem C. albicans in vitro. W przypadku zadnego z
analizowanych zwiazkow nie obserwowalam toksycznodci w ciemnosci, natomiast trzy zwiazki

16



Zalacznik nr 2 Joanna Nakonieczna

wykazaly znaczaca aktywnosé, zalezna od $wiatta (redukcja liczby komoérek min. ~3 jednostki
w skali logarytmicznej; logio). W kolejnym etapie sprawdzitam, czy badane pochodne akumuluja si¢
w komorkach drozdzowych. Dzigki zdolnosci do fluorescencji proces akumulacji pochodnych IA
moze by¢ stosunkowo tatwo monitorowany za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Wyniki tych
analiz wykazaly, ze tylko zwiazki, ktére byly toksyczne wzgledem C. albicans, efektywnie
akumulowaly si¢ w komodrkach. A zatem podstawg fototoksycznosci badanych pochodnych IA jest
wewnatrzkomorkowa akumulacja zwiazkow.

Wszystkie badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem referencyjnego szczepu
C. albicans ATCC 2091. Stosujac aPDI obserwuje si¢ szczepowo-zalezna odpowiedz, dlatego
sprawdzitam efektywno§¢ dziatania najskuteczniejszego zwigzku z badanych, C-1330 wobec innych
szczepow C. albicans, w tym szczepow opornych na kapsofungine i mikofungine. Analizujac 7
klinicznych izolatéw obserwowalam redukcje liczby komoérek w zakresie od 2 do 6 jednostek
w skali logarytmicznej; logi.

Analizowalam rowniez efektywno$¢ badanej pochodnej wobec izolatéw klinicznych innych
gatunkéw drobnoustrojow, np. dla S. aureus liczby te wahaly si¢ w granicach 2 - 5 jednostek w skali
logarytmicznej; logio, podobnie dla innych gatunkéw bakterii Gram-dodatnich (Enterococeus faecinm,
Streptococcus agalactiae). W przypadku bakterii Gram-ujemnych (Salmonella enterica, Klebsiella pnenmoniae,
Acinetobacter banmannii, Escherichia coli) uzyskana redukcja liczby zywych komoérek byla stosunkowo
niska i wynosita od 0,9 — 1,5 jednostki w skali logarytmicznej; logio. Natomiast w przypadku innego
znanego ludzkiego patogenu nalezacego do bakterii Gram-ujemnych, Psexdomonas aernginosa,
obserwowalam wysoka efektywnos¢ aPDI w oparciu o pochodne IA, poréwnywalng do bakterii
Gram-dodatnich redukcje liczby zywych komorek wynoszaca 3 - 5 jednostki w skali logarytmiczneyj;
logio.

Aby sprawdzi¢, czy i jakie reaktywne formy tlenu biora udzial w mechanizmie $mierci
komoérek C. albicans w przypadku aktywowanych $wiattem pochodnych IA, zastosowalam tzw.
,wyciszacze” RFT. Azydek sodu hamuje dzialanie tlenu singletowego (mechanizm typu II),
natomiast glicerol - gléwnie wolnych rodnikéw (mechanizmu typu I). Tryptofan jest uznawany za
najmniej specyficzny ,,wyciszacz”, 1 dziala na obydwa rodzaje RFT. Wyniki przeprowadzonych
analiz wykazaly, Ze zastosowanie kazdego zwiazku skutkowato efektem ochronnym dla komérek 1
wzrostem ich przezywalno$ci w poréwnaniu do komorek poddanych aPDI bez dodatku
,wwyciszaczy” RFT. Co ciekawe, tryptofan wykazal najlepszy efekt ochronny, co sugeruje, ze
pochodne IA pod wplywem §$wiatta niebieskiego produkuja zaréwno wolne rodniki, jak i tlen
singletowy.

Aby wstepnie oceni¢ potencjal klinicznego stosowania pochodnej C1330 jako zwiazku
przeciwgrzybiczego przeprowadzono analize cyto- 1 fototoksycznosci zwiazku wzgledem ludzkich
komorek skory linii HaCaT. W warunkach, w ktérych liczba komorek drozdzy w wyniku aPDI
spadala o ~3 jednostki w skali logarytmicznej; logio (. 0o 99,9%), okolo 43% keratynocytéw
przezywalo traktowanie, co wskazuje na potencjal badanego zwiazku w leczeniu zakazen C. albicans.

Znaczenie uzyskanych wynikéw:

Przeprowadzone analizy pochodnych IA pozwolily na zidentyfikowanie tzw. ,,okna
terapeutycznego”, czyli warunkéw, w ktérych mikroorganizmy sa efektywnie eliminowane, przy
zachowaniu akceptowalnego poziomu toksycznosci wzgledem ludzkich komorek. aPDI jest
metoda o dzialaniu lokalnym i ograniczonym mozliwoscia dostarczenia $wiatla. Zapewnia to
wysoka selektywno$¢ metody i daje mozliwos¢ szybkiego i skutecznego dziatania w momencie, gdy
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chory wymaga niezwlocznego podjecia decyzji o wlaczeniu leczenia, co jest czesto krytyczne dla
zdrowia i zycia pacjenta. Zaprezentowane wyniki przedstawiaja nowa grupe zwiazkow jako
potencjalnie uzytecznych w leczeniu zakazen grzybiczych. Warto nadmieni¢, ze jedna z
pochodnych, zwiazek o najlepszej aktywnosci, zostala opatentowana (Kompozycja farmaceutyczna
oraz dezynfekujaca zawierajaca pochodng imidazoakrydyny jako srodek fotouczulajacy oraz ich
zastosowanie: PL.399411; Taraszkiewicz A, Nakonieczna J, Grinholc MS, Bielawski KP).

P.6 Taraszkiewicz A., Szewczyk G., Sarna T, Bielawski K.P., Nakonieczna J. (2015)
Photodynamic inactivation of Candida albicans with imidazoacridinones: influence of irradiance,
photosensitizer uptake and reactive oxygen species generation. PLOS ONE, 8;10(6):e0129301,

Cel naukowy pracy:

7. racji tego, ze C. albicans jest przedstawicielem Ewucaryota, podobnie jak czlowiek, mamy do
czynienia z wigkszym podobiefistwem komorek, a co za tym idzie z mniejszq mozliwoscig uzyskania
selektywnosci zwiazkow. Skutkiem tego jest trudno$¢ wyznaczenia tzw. ,,okna terapeutycznego”,
czyli takich warunkow fotoinaktywacii, ktore beda skuteczne wobec patogenu, ale bezpieczne dla
komoérek gospodarza. W przypadku aPDI sytuacja jest o tyle zlozona, ze oprécz samego stezenia
zwigzku fotouczulajacego, nalezy rozpatrywac dodatkowo skltadowa, jaka jest §wiatto. Miarg energii
$wietlnej padajacej na okreslona powierzchnig, czyli tzw. fluencji (ang. fluence) lub ,,dawki $wiatta”
jest J/cm®. Zgodnie z praktykami stosowanymi w badaniach biomedycznych moc jest wyrazana w
mW/cm?® i definiowana przez irradiancje (ang. irradiance), zgodnie ze wzorem: fluencja [J/cm’ =
irradiancja [mW/cm? X czas [s]. Zaleta modulacji ,,dawki §wiatlta” jest wigksza mozliwo$é
precyzyjnego wyznaczenia ,,okna terapeutycznego”. Z tego powodu celem przedstawionej pracy
byla analiza zaleznej od irradiancji efektywnosci aPDI, a takze charakterystyka wybranych
pochodnych imidazoakrydynowych pod katem wlasciwosci fotochemicznych (produkeji
okreslonych RFT) i akumulacji zwiazkéw fotouczulajacych w komoérkach C. albicans.

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

Do analiz wybralam 3 pochodne IA, ktére po inkubacji z komoérkami C. albicans,
poddawane byly dziataniu $wiatla niebieskiego (405 nm, 20 J/cm?). Poprzez zastosowanie rosnacej
mocy Zrédla §wiatla (3,5 — 63 mW/cm®) taka sama dawka $wiatla byla dostarczana w coraz
krotszym czasie. Z punktu widzenia klinicznego czas naswietlania ma ogromne znaczenie dla
pacjenta, ale tez dla personelu medycznego 1 powinien by¢ mozliwie najkrotszy. Z
przeprowadzonych w ramach przedstawionej pracy doswiadczen wynikalo, ze ani najmniejsza
(najdtuzszy czas naswietlania), ani najwicksza (najkrétszy czas naswietlania) moc energii nie byly
najefektywniejsze w zabijaniu komorek C. albicans. Najlepszy efekt aPDI uzyskaliémy stosujac
posrednia moc $wiatta (7 mW/cm?) i posrednie czasy naswietlania. Taka zalezno$é obserwowatam
dla wszystkich badanych pochodnych IA. Podobng zalezno$¢ zaobserwowalam réowniez dla
wyzszej energii $wiatta (30 J/cm?®). Z danych literaturowych wynika, ze podobna zalezno$é
obserwowano réwniez dla komoérek zmienionych nowotworowo (Henderson et al. 20006). Efekt
ten tlumaczono dostepnoscig tlenu, ktérego retencja w otoczeniu zwiazku fotouczulajacego moze
by¢ niewystarczajaca do fotoprodukcji RFT w czasie gdy reakcja przebiega zbyt gwaltownie.
Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze oprocz dawki §wiatta, réwniez czas ekspozycji, a co za tym
idzie moc $wiatla jest krytyczna sktadowa efektywnej aPDI.
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Kolejna sktadowa, mogaca mie¢ znaczenie dla efektywnosci aPDI, jest akumulacja zwiazku
fotouczulajacego w komorkach. Obserwowatam ogdlng zaleznos$¢ pomiedzy fototoksycznoscia
badanych zwiazkow a ich akumulacja w komoérkach C. albicans. Fluorescencja obserwowana po 30
minutach inkubacji grupy pochodnych charakteryzujacych si¢ $rednig fototoksycznoscia
prezentowala rozproszony wzor, wskazujacy na lokalizacje w cytoplazmatycznych strukturach
wewnatrz komorki. Najbardziej fototoksyczny zwigzek — pochodna C1330 reprezentowala
unikalny wzér akumulacji w postaci drobnych punktéw rozsianych wewnatrz komorki,
odpowiadajacy najprawdopodobniej ulozeniu wewnatrzkomérkowemu lizosoméw. Najmniej
fototoksyczne zwiazki nie wykazywaly fluorescencji wewnatrz komorek, co pozostaje zgodne
z wynikami prezentowanymi we wczesniejszych badaniach zespolu (P.5) (Taraszkiewicz et al.
2013).

Jednym 2z kluczowych  mechanizméw  opornosci na  stosowane leczenie
przeciwdrobnoustrojowe jest aktywnos§¢ blonowych bialek, tzw. pomp ‘efflux’, ktére usuwajq
toksyczne dla komorki zwiazki poza komorke. Pokazano, ze nadekspresja genéw kodujacych biatka
CaCDR1/CaCDR2 (transportery ABC) jest odpowiedzialna za obnizona fototoksycznosé bl¢kitu
metylenowego w stosunku do C. albicans (Prates et al. 2011). Biatko to jest rowniez zaangazowane
w transport jonéw nieorganicznych, steroidow, czy tez translokacje fosfolipidéw. Z tego powodu
sprawdziliémy, czy zablokowanie transporterow typu ABC spowoduje efektywniejszgq akumulacje
pochodnych IA w komoérkach C. albicans. Zastosowalismy werapamil jako inhibitor pomp typu
ABC, a nastepnie mierzylismy poziom akumulacji zwigzkéw IA w komodrkach. Zastosowanie
werapamilu powodowalo obnizenie akumulacji 1A, wskazujac raczej na zaburzenia w akumulacji
spowodowane obecnoscig inhibitora, albo niezalezny od CaCDR1/CaCDR2 wyciek IA z komoérek.
Nie obserwowalismy istotnych réznic w akumulacji pomiedzy badanymi pochodnymi IA
w obecnosci 1 bez obecnodci werapamilu, co moze by¢ efektem wielu czynnikéw, na ktére wplywa
obecno$¢ CaCDRI1. Podsumowujac, ABC transporter CaCDR1 nie jest odpowiedzialny za
usuwanie IA z komoérek C. albicans.

W celu scharakteryzowania rodzaju RFT produkowanych przez aktywowane Swiattem
pochodne IA, zastosowalismy podejscie oparte o bezposredni pomiar luminescencji tlenu
singletowego w zakresie podczerwieni, a takze pulapkowanie spinowe 1 pomiar rezonansu
paramagnetycznego sondy DMPO w celu detekcji wolnorodnikowych form tlenu. Badania te byty
wykonywane we wspolpracy z prof. dr hab. Tadeuszem Sarna (Wydzial Biochemii, Biofizyki
1 Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellonski). Z przeprowadzonych przez nas analiz wynika, ze
pochodne imidazoakrydynowe nie sa wydajnymi producentami tlenu singletowego, wydajnos¢
kwantowa (tzw. quantum yield) wynosi od 2 — 16% w przypadku najbardziej fotoaktywnego zwigzku.
Poréwnujac te dane z referencyjnymi producentami 'O» takimi jak r6z bengalski (70%) czy
pochodne porfirynowe (np. TMPyP - 75%), wynik nie wydaje si¢ szczegdlnie imponujacy. Trudno
tez na tym etapie wnioskowaé, czy to wlasnie 'O2 odpowiada za fototoksycznosé TA wzgledem
C. albicans. Nie mniej jednak nalezy pamigtad, ze nawet niewielka ilo§¢ wyprodukowanych RFT
moze mie¢ kluczowe znaczenie dla efektu bojczego, jesli znajda sie one w bliskosci wrazliwych
struktur komérkowych na modyfikacje oksydacyjne. Z drugiej strony wykazalismy, ze aktywowane
swiatlem IA produkuja anionorodnik ponadtlenkowy (O2). Wydajnosé produkcji tego zwiazku
byla réwniez niewielka, ale w obecnosci NADH wytwatzanie O, bylo stymulowane nawet o dwa
rzedy wielkosci. Ma to istotne znaczenie ze wzgledu na fakt, ze NADH jest czasteczka naturalnie
produkowang i obecna stale w komoérkach. Uwazam, ze w przypadku pochodnych IA, mechanizm
fototoksycznosci jest w gléwnej mierze oparty o mechanizm typu I (wolnorodnikowy).

Znaczenie uzyskanych wynikow:
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Wedlug zasady wzajemnosci (prawo Bunsena-Roscoe), obserwowane fotochemiczne czy
tez fotobiologiczne efekty sa proporcjonalne do calkowitej dawki §wiatla (w tym wypadku fluencji),
niezaleznie od czasu w jakim energia jest dostarczana. Uzyskane w ramach przedstawianej pracy
wyniki wskazuja, ze oprocz catkowitej dawki §wiatta (energii), réwniez jego moc (a co za tym idzie
czas) ma znaczenie dla procesu aPDI. Jest to niezwykle cenna informacja w perspektywie

potencjalnego zastosowania klinicznego aPDI, poniewaz wskazuje na mozliwos¢ optymalizacji
stosowanych protokotow aPDI.

Po raz pierwszy pokazatam, ze pochodne IA (zwiazki o dziataniu
przeciwnowotworowym) wykazuja wlasciwosci fotodynamiczne, tj. moga produkowac
reaktywne formy tlenu w wyniku aktywacji §wiattem, co skutkuje efektywnym zabijaniem
izolatow klinicznych drozdzy, niezaleznie od prezentowanego statusu lekoopornosci.
Zwiazki te nie wykazywaly efektu mutagennego, nie obserwowalam réwniez selekcji klonow
opornych w wyniku wielokrotnego pasazowania komoérek. W swietle przedstawionych wynikdw,
pochodne IA wydajq si¢ ciekawymi zwigzkami o potencjale leczniczym w miejscowych zakazeniach
grzybiczych.

P.7 Ogonowska P, Wozniak A, Pieranski MK, Wasylew T, Kwiek P, Brasel M, Grinholc M,
Nakonieczna J. (2018) Application and characterization of new light-emitting diodes for
photodynamic inactivation. LIGHTING RES & TECH. 0:1-13.

Cel naukowy pracy:

Historycznie do naswietlania komoérek w warunkach 7z vitro, in vivo, jak i u pacjentow
uzywano laserow, jednakze w ostatnich latach coraz czesciej wykorzystuje si¢ w aPDI diody. Ze
wzgledu na réznorodno$é¢ didd oraz mozliwosci tworzenia ztozonych konstrukeji diodowych (np.
odzwierciedlajacych krzywizny ciala), zawierajacych elementy optyczne, niezwykle istotna jest
kwestia doktadnego scharakteryzowania stosowanych zrédel §wiatta. Umozliwia to precyzyjna
dozymetrig, ale réwniez poréwnywanie wynikéw pochodzacych z réznych laboratoridow. Z tego
powodu za cel prezentowanej pracy postawilam sobie szczegdlows charakterystyke zrodel swiatla
wykorzystywanych w fotoinaktywacji 1 sprawdzenie ich efektywnosci na modelu S. awreus.

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

Skonstruowali§my 3 Zrodia $wiatta: niebieskie — 411nm (90 W/cm?), zielone — 515 nm
(45 W/em?), czerwone — 632 nm (43 W/cm?). Kazdy z trzech ukladow zawieral soczewke
optyczna zamontowang na pojedynczej diodzie, dzigki czemu obszar naswietlania byt okraglego
ksztaltu o promieniu ~5,5 cm. W zalozeniu soczewka powinna dostarcza¢ swiatlo o réwnym
rozkladzie energii. Dioda jest umieszczona na ruchomym rusztowaniu, co umozliwia dostosowane
odleglosci diody od powierzchni traktowanej. Dodatkowo jest ona polaczona z panelem
sterujacym, umozliwiajacym kontrole parametréw mocy, fluencji, i/lub czasu naswietlania. Zrédta
$wiatla wykonane byly we wspolpracy z inz. R. Chmielewskim (EMD Technology sp. z o.0.,
Polska, Warszawa), natomiast charakterystyka spektralna uzyskanych zZrédel zostala
przeprowadzona we wspolpracy z prof. dr hab. Piotrem Kwiekiem (Wydzial Matematyki, Fizyki i
Informatyki, Uniwersytet Gdanski). Zmierzylismy spektrum emisji uzyskanych Zrédel $wiatta:
spektrograf kalibrowany wzgledem lasera helowo-neonowego (dla diody 632 nm), lasera
neodymowego z druga harmoniczng $wiatla (dla diody 532 nm), laser GaN (dla diody 411 nm), a
takze szeroko$§¢ wiazki $wiatta. W wyniku przeprowadzonych pomiaréw rozkladu gestosci mocy
na powierzchni naswietlanej, uzyskaliémy réznice rozkladu mocy siggajaca 50 - 60% pomigdzy
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punktem centralnym a krawedzia obszaru naswietlanego. Nastepnie zanalizowalam w jaki sposéb
otrzymany rozklad gestosci mocy wplywa na przezywalnosé komoérek bakterii na calym obszarze
naswietlanym. W do$wiadczeniach wykorzystalismy 3 zwiazki fotouczulajace o widmach absorpcji
zgodnych z widmami emisji skonstruowanych Zrodel $wiatla: arginizowana pochodna
protoporfiryny IX, réz bengalski, pochodna fulerenu C60. Zgodnie z przewidywaniami
zaobserwowalam roéznice w przezywalnodci pokrywajaca sie¢ z rozkladem gestosci mocy, ftj.
najwigcksza redukcja liczby komorek bakteryjnych miala miejsce w punkcie naswietlania o
najwyzszej gestosci mocy, redukcja liczby komoérek malala w kierunku krawedzi obszaru
naswietlanego, czyli o nizszej gestosci mocy. Zaleznos$¢ taka obserwowalam dla wszystkich
analizowanych fotouczulaczy. Badania wykonane byty dla 100%, 50% 1 25% mocy maksymalne;
kazdego zZrédla Swiatla. Warto wspomnieé, ze w przypadku fulerenu aktywowanego $wiattem
niebieskim, a takze arginizowanej pochodnej protoporfiryny IX, zastosowane wyzszej gestosci
mocy (wyzszej irradiancji) przy zachowaniu tej samej catkowitej dawki §wiatta (fluencji) skutkowato
nizsza efektywnoscia aPDI. Wyniki uzyskane na modelu §. aurexns potwierdzaja tym samym rezultaty
wezesniejszych doswiadczen z pochodnymi IA na modelu C. albicans (P.6) (Taraszkiewicz, 2015) i
wskazuja na koniecznos$¢ optymalizacji protokoléw aPDI, nie tylko w oparciu o stezenie zwiazku
fotouczulajacego, fluencje (catkowita dawke $wiatla mierzona w J/cm?), ale réwniez irradiancje
(gestos¢ mocy mierzona w mW/cm?).

Znaczenie uzyskanych wynikow:

Przedstawione w pracy wyniki w pelni charakteryzuja wlasciwosci zrédta swiatla stosowanego w
aPDI, co umozliwia precyzyjna dozymetri¢ §wiatla jako niezbednego elementu procedury aPDI.

P.8 Nakonieczna J, Wolnikowska K, Ogonowska P, Neubauer D, Bernat A, Kamysz W. (2018)
Rose Bengal-mediated photoinactivation of multidrug resistant Pseudomonas aernginosa is enhanced
in the presence of antimicrobial peptides. FRONTIERS IN MICROBIOL. 20; 9:1949.

Cel naukowy pracy:

7. danych literaturowych wynika, ze praktycznie kazdy mikroorganizm moze zostac
inaktywowany w efekcie dziatania aPDI (Wainwright et al. 2017). Nie mniej jednak wydajnos¢ aPDI
w stosunku do gatunkéw Gram-ujemnych jest nizsza w poréwnaniu do Gram-dodatnich, ze
wzgledu na réznice w budowie oston komérkowych, w szczegblnosci obecno$¢ blony zewnetrzne;j
charakterystycznej dla bakterii Gram-ujemnych. Z tego powodu, aby uzyska¢ satysfakcjonujacy
efekt kliniczny fotoinaktywacji bakterii Gram-ujemnych nalezy stosowaé wyzsze stgzenia
fotouczulaczy. To z kolei pociaga za soba niebezpieczedstwo wystapienia efektéw cyto- lub/i
fototoksycznych w stosunku do komorek gospodarza. Aby zwickszy¢ efektywno$é zwiazkow
fotouczulajacych  modyfikuje  si¢  je  np.  poprzez  koniugacje z  peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi. W literaturze opisano przyklady takich modyfikacji wskazujac na
polepszone wlasciwodci zwigzkéw fotouczulajacych. W niektérych  przypadkach  zwykle
jednoczesne podawanie zwiazku fotouczulajacego 1 peptydu moze skutkowac lepsza efektywnoscia
aPDI. Celem tej pracy bylo zbadanie efektu aPDI w oparciu o r6z bengalski (RB) w stosunku do
Gram-ujemnego gatunku P. aeruginosa z wykorzystaniem peptydow przeciwdrobnoustrojowych
jako wzmacniaczy aPDI.

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:
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W badaniach  wykorzystalam 16z bengalski 1 dwa syntetyczne peptydy
przeciwdrobnoustrojowe: CAMEL (CAM) i pexiganan (PEX). Badania przeprowadzitam na 35
izolatach klinicznych P. aeruginosa, z czego 14 scharakteryzowano jako szczepy XDR (ang. extensively
drug resistant) lub MDR (ang. multidrug resistan?). P. aeruginosa jest stosunkowo oporny na dzialanie
RB w aPDI, dopiero wysokie 100uM stezenie RB w obecnosci $wiatta (60 J/cm?) skutkuje redukcija
liczby bakterii >5 jednostek w skali logarytmicznej; logio. W przypadku dodatkowego zastosowania
peptydow przeciwdrobnoustrojowych (CAM lub PEX), stezenie RB moglo zosta¢ zmniejszone do
10 uM lub do 5 puM, przy zastosowaniu dawki §wiatla o polowe nizszej (. 30 J/cm?). W tych
warunkach zywotno$¢ i zdolnos¢ do proliferacji ludzkich komérek skory (linia HaCaT) nie ulegla
zmianie. Jako ze obserwuje si¢ przypadki réznej odpowiedzi szczepow klinicznych na zastosowany
konkretny protokot aPDI, sprawdzitam efektywno$¢ zoptymalizowanego protokotu aPDI wobec
35 szczepow P. aernginosa. 7. przeprowadzonych analiz wynika, ze w przypadku okolo polowy
badanych izolatow liczba komérek inkubowanych jednoczesnie z RB i1 peptydem nawet bez
dostepu $wiatla znaczaco spadata. Wskazuje to na fakt, Ze samo oddziatywanie RB i peptydu z
komoérka ma obserwowalny efekt bojczy. Kiedy do ukltadu wprowadzony zostaje element §wiatta
(tj. dochodzi do indukcji procesu fotodynamiczngo, czyli produkcji RFT), przezywalnosc
(redukcja minimum 5

wszystkich analizowanych izolatéw spadla ponizej poziomu detekcji
jednostek w skali logarytmicznej; logig). Niezwykle cenng obserwacja jest fakt, iz efektywno$¢ aPDI
w zaden sposob nie korelowala ze wzorem lekoopornosci badanych izolatéw klinicznych. Szczepy,
ktére scharakteryzowatam jako XDR lub MDR byly zabijane z réwnie wysoka efektywnoscig jak
pozostale. U podstaw obserwowanego zjawiska lezala efektywniejsza akumulacja RB w komérkach
bakteryjnych w obecnosci badanych peptydéw w poréwnaniu do braku peptydow.

Znaczenie uzyskanych wynikow:

Uzyskane wyniki pokazaty, ze efektywno$¢ zwigzkow — w tym wypadku RB, ktory
nie byt skuteczny wzgledem P. aeruginosa, moze by¢ modulowana w kierunku uzyskania
znaczacego efektu bojczego. Jednoczesny brak efektu cyto- i fototoksycznego w stosunku
do ludzkich komoérek skory, a takie efektywnos$¢ zastosowanego podejécia wobec
kilkudziesigciu izolatéw klinicznych o ré6znym profilu lekoopornosci pokazuje, Ze metoda
aPDI stanowi skuteczng opcje¢ terapeutyczng w leczeniu miejscowych zakazen P.
aeruginosa.

Podsumowanie najwazniejszych osiggni¢¢ przedstawianego cyklu badan

Do najwazniejszych osiagnie¢ uzyskanych w ramach przedstawionego cyklu monotematycznego
zaliczam:

1. Oznaczenie istotnosci drobnoustrojowych cgynnikdw komdrkowych w aPDI, a w s3egegolnoscs:

e wykazanie, ze enzymy antyoksydacyjne (SodA, SodM) maja drugorzedne znaczenie w
odpowiedzi S. aurens na stres fotooksydacyjny, generowany przez zwigzki porfirynowe,

e wykazanie, ze fizyczna obecnos¢ transportera hemu HrtA a nie jego funkcja jest istotnym
czynnikiem w efektywnosci aPDI,
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e wykazanie, ze sklad 1 wlasciwosci blony komérek bakteryjnych sg istotnym czynnikiem
wplywajacym na efektywnosc aPDI,

e wykazanie, ze lokalizacja wewnatrzkomoérkowa oraz poziom akumulacji zwiazkow
fotouczulajacych sg istotnymi czynnikami warunkujacymi efektywno$é aPDI

e wykazanie, ze funkcjonalno$¢ operonu SigmaB, jest istotnym czynnikiem wplywajacym na
efektywnos¢ aPDI.

2. Opracowanie strategii prowadzace do zwiekszenia efektywnosci aPDI, a w szezegdlnoser:

e wykazanie, Zze obnizenie aktywnosci SigmaB jest strategia prowadzaca do uwrazliwienia
drobnoustrojéw na aPDI,

e identyfikacja wlasciwosci fotodynamicznych u pochodnych IA oraz wykazanie wysokiej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nowych pochodnych IA w stosunku do tzw.
trudnych mikroorganizmoéw, tj. drozdzy z rodzaju Candida i bakterii Gram ujemnych P.
aeruginosa,

e opracowanie metody zwickszenia efektywnosci aPDI poprzez laczne zastosowanie
peptydow o  wlasciwosciach  przeciwdrobnoustrojowych 1 wykazanie i witro
bezpieczenstwa metody,

e zaprojektowanie i charakterystyka nowych zrédel §wiatla w oparciu o system LED (ang.
light emitting diodes); zapewnienie precyzyjnej kontroli warunkéw dozymetrycznych w aPDI.

Plany dalszych badan

Moje plany badawcze beda koncentrowac si¢ na mozliwosciach klinicznego wykorzystania
aPDI w zwalczaniu patogenéw, gléwnie S. awrens, kolonizujacych pacjentéw z problemami
skornymi. Obecnie w mikrobiologii z coraz wigkszym uznaniem spotyka si¢ podejscie badawcze
opierajace si¢ na zwalczaniu nie tylko samych komorek bakteryjnych, ale produkowanych przez
nie czynnikéw wirulencji. To wlasnie czynniki wirulencji sa cz¢sto odpowiedzialne za objawy
chorobowe, a klasyczne antybiotyki nie powoduja dezaktywacji czynnikéw wirulencji. Poniewaz
metoda aPDI moze by¢ wykorzystana do inaktywacji biatek, lipidéw czy kwaséw nukleinowych,
uwazam, ze moze to by¢ bardzo dobra metoda zwalczania bakteryjnych czynnikéw wirulencii.
Temu zagadnieniu poswigcony jest projekt naukowy pt. ,,Wplyw przeciwdrobnoustrojowej
fotoinaktywacji na wirulencje szczepow Staphylococcns anrens kolonizujacych chorych z atopowym
zapaleniem skory: badania 2 vitro oraz in vivo.”, ktérego realizacjg rozpoczetam w sierpniu 2018 .
(Projekt finansowany jest przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu OPUS,
zakoniczenie projektu planuje na rok 2021).

Kolejnym aspektem jest mozliwo$¢ zastosowania aPDI jako metody dezynfekcji
powierzchni, np. w placéwkach medycznych. Jest to zagadnienie o duzym potencjale
aplikacyjnym, dlatego w ramach inicjatywy Cornet (Narodowe Centrum Badan i Rozwoju) we
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wrzesniu br. zostal zlozony projekt z moim udziatem pt. ,,Eradication and control of extended
drug resistant (XDR) bacteria and Clostridium difficile on surfaces — emerging threats in health care
facilities.” W ramach tej inicjatywy rozpoczetam wspolprace z dwoma grupami badawczymi: z
Belgii (Guillame Wegtria, Materia Nova ASBL, Mons, Belgium) 1 Niemiec (Markus Wehrl, Wtk —
Cleaning Technology Institute e.V., Krefeld, Germany; David Dietz, Fraunhofer Institut,
Potsdam, Germany. Jest to zupelnie nowa tematyka badawcza, ktéra bedzie dotyczy¢ zwalczania
mikroorganizméw o rozszerzonym spektrum lekoopornosci i przetrwalnikujacych bakterii C.
dificile z wykorzystaniem m.in. metody aPDI.

Kontynuujac moje dotychczasowe zainteresowania, planuje podjac tematyke poszukiwania
1 analizy nowych zwigzkéw fotouczulajacych. W praktyce klinicznej metoda aPDI
wykorzystywana jest gléwnie w oparciu o zwigzki porfirynowe. Ze wzgledu na neutralny lub
ujemny tadunek tych zwigzkow, ich oddzialywanie z komérkami drobnoustrojow jest znikome.
Stad moje zainteresowanie takimi modyfikacjami zwigzkéw porfirynowych, ktore bedg zwigckszac
ich efektywnos§¢ wobec mikroorganizméw. Z moich dotychczasowych do$wiadczen wynika, ze
protoporpfiryna IX nie jest substratem dla pomp typu efflux (np. transportera HrtAB, ktory
usuwa nadmiar toksycznego hemu z komorek §. aureus), a zatem modyfikacje tej struktury
chemicznej beda stanowi¢ dobry punkt wyjSciowy do  uzyskania  zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych, ktére nie beda usuwane z komorki przez dzialanie przezblonowego
transportera HrtAB. Z dotychczasowych badan przeprowadzonych w naszym zespole wynika, ze
protoporfiryna IX modyfikowana poprzez dodanie peptydow wykazuje wigksza hydrofilowos¢, a
jednoczesnie efektywnie lokalizuje si¢ w blonie zewngtrznej komoérek Gram-ujemnych,
doprowadzajac do ich efektywnej fotoinaktywacji. W ramach realizacji tego zagadnienia podjetam
wspolprace z grupa badawcza kierowana przez dr hab. Tim’a Maisch’a (University Hospital
Regensburg, Niemcy). W ramach tej wspoélpracy planuje ztozenie wspélnego miedzynarodowego
projektu w ramach konkursu Beethoven Life 1 (Narodowe Centrum Nauki), pt.
,Photoantimicrobials for tackling drug-resistant infections.” Projekt dotyczy wykorzystania
metody aPDI w oparciu o nowe zwigzki fotouczulajace w zwalczaniu bakterii z grupy ESKAPE.

5. Omowienie pozostaltych osiggni¢e¢ naukowo-badawczych

Moja praca naukowo-badawcza rozpoczela si¢ w trakcie jednolitych studiéw magisterskich
podjetych na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG i GUMed (wowczas UG i AMG).
Studiowanie na tym wydziale dawato unikalng mozliwo§é bardzo szybkiego dolaczenia do
wybranej grupy badawczej i rozpoczecia praktyki w laboratorium. Stad tez, bedac na drugim roku
studidow pod opiekg dr Krzysztofa Bielawskiego zaczelam zglebia¢ tajniki pracy z ludzkim
1 bakteryjnym DNA.

W trakcie pracy magisterskiej wykonywanej pod opieka dr Diany Wojtkowiak zajelam si¢
konstruowaniem wektoréw ekspresyjnych do nadprodukcji bialek antyoksydacyjnych (ludzkich
dysmutaz ponadtlenkowych, katalazy) w systemie bakteryjnym (E. co/k) 1 drozdzowym (Pichia
pastoris). W konsekwencji moja praca magisterska dotyczyla stworzenia bakteryjnego systemu do
ekspresji genu ludzkiej katalazy. Po obronie pracy magisterskiej dotaczylam do grupy prof. dr
hab. Anny Podhajskiej, ktéra woéwcezas byla kierownikiem Katedry Biotechnologii na
Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG i GUMed.

Poczatkowy etap mojej pracy skupial si¢ wokot tematyki opracowywania nowych technologii
uzyskiwania rekombinowanych biatek dla celéw terapeutycznych i przemystowych. W ramach
projektu KBN (0293/P04/2001/21 (2001-2004), ktory realizowany byl we wspolpracy z prof. dr
hab. Jozefem Dulakiem przygotowywatam konstrukty plazmidowego DNA, ktore stuzyly do
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uzyskiwania szczepow Pichia pastoris wydajnie nadprodukujacych rekombinowane biatko ludzkiej
katalazy, optymalizowalam proces produkcji 1 oczyszczania biatka z komorek Pichia pastoris.
Dodatkowo skonstruowalam wektory zawierajace gen ludzkiej katalazy pod kontrolg
eukariotycznego promotora do badan nad wplywem reaktywnych form tlenu na proces
angiogenezy w komorkach eukariotycznych. Efektem tych doswiadczen sa publikacje w
materialach konferencyjnych i jedna publikacja recenzowana (Grzenkowicz-Wydra et al. 2004).

W 2002 roku rozpocze¢lam badania nad systemem restrykcyjno-modyfikacyjnym Mmel
pochodzacym z bakterii  Methylophilus — methylotrophus. W sklad systemu restrykcyjno-
modyfikacyjnego Mmel wchodzi endonukleaza restrykcyjna opisana po raz pierwszy przez Boyd
1 in. oraz metylotransferaza odkryta i scharakteryzowana w zespole prof. dr hab. Anny
Podhajskiej. Ze wzgledu na duze znaczenie komercyjne endonukleazy restrykcyjnej Mmel,
polegajace na wykorzystaniu jej jako narzedzia w metodzie SAGE (ang. Serial Analysis of Gene
Expression) przez wiele lat przygotowywalam, wspolnie z innymi czlonkami Laboratorium
Opracowan Biotechnologicznych, preparat enzymatyczny Mmel z przeznaczeniem na sprzedaz.
W ramach tej dzialalnosci przygotowywatam wzorce masowe DNA, ktére byly sprzedawane do
innych laboratoriow. Wspdlna dzialalno§¢ pracownikéw Laboratorium  Opracowan
Biotechnologicznych zostala nagrodzona pierwsza nagroda na Targach INNOWACJE 2003 w
Gdansku za przygotowywanie preparatow o znaczeniu dla diagnostyki molekularne;.

Moje zainteresowania naukowe skierowatam jednak ku badaniom podstawowym, a mianowicie
postanowitam zglebia¢ wiedz¢ dotyczaca zaleznosci pomigdzy strukturg i funkcja bialek. Jako
model badawczy wybralam enzymy restrykcyjne. Tematyka badawcza zwiazana z enzymami
restrykcyjnymi byla mnie dla mnie o tyle interesujaca, ze pozwalala na laczenie badan
podstawowych z dziatalnoscig o charakterze aplikacyjnym. W ramach realizacji pracy doktorskiej
badalam wtasciwosci przedstawiciela bardzo ciekawej grupy enzymow restrykeyjnych klasy I1IS —
enzymu Mmel (Nakonieczna et al. 2009; Nakonieczna et al. 2007). Scharakteryzowatam pod
wzgledem genetycznym 1 funkcjonalnym poszczegdlne domeny biatka (endonukleolityczna,
metylujaca, wigzaca DNA), co przyczynito si¢ do wyjasnienia mechanizmu dzialania tego enzymu.
Wowczas nawiagzatam wspolprace z dr Januszem Bujnickim z Migdzynarodowego Instytutu
Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie, Laboratorium Bioinformatyki 1 Inzynierii
Biatek. W ramach tej wspolpracy stworzony zostal model czasteczki Mmel 77 silico, ktory bardzo
dobrze koreluje z wynikami analiz biochemicznych przeprowadzonych w celu identyfikacji
centrum aktywnego Mmel. Badania te byly finansowane z grantu promotorskiego przyznanego
przez MNISW (nr 2 P04B 007 28), ktérego bytam gléwnym wykonawca, a kierownikiem byla
prof. dr hab. Anna J. Podhajska. Po $mierci prof. A.]. Podhajskiej promotorem mojej pracy
doktorskiej zostal prof. dr hab. Tadeusz Kaczorowski (Wydzial Biologii UG).

Po obronie pracy doktorskiej w listopadzie 2007 r. dotaczytam do zespotu badawczego prof.
dr. hab. Krzysztofa P. Bielawskiego, gdzie realizowalam tematyke zwiazana z diagnostyka
molekularng zakazen bakteriami z rodzaju Helicobacter. Wyniki pracy naukowej z tamtego okresu
opublikowalam w czasopismach krajowych i miedzynarodowych (Nakonieczna et al. 2010;
Rybicka et al. 2011; Rybicka et al. 2010). W tym czasie uzyskalam finansowanie z Narodowego
Centrum Nauki na badania dotyczace metody fotodynamicznej i rozpoczetam realizacje tematyki
zwigzanej z poszukiwaniem i analizg bakteryjnych czynnikéw komérkowych majacych wplyw na
efektywnos¢ aPDI jako wiodacej tematyki badawczej (co zlozylo si¢ na moje osiagnigcie
naukowe). Jednoczesnie bralam udzial w badaniach naukowych dotyczacych innych aspektow
tematyki fotodynamicznej. Jako gléwny wykonawca grantu Lider pt.: ”Nanobiotechnologia jako
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innowacyjne podejscie w leczeniu zakazen ran oparzeniowych.” analizowalam wplyw
nanoczasteczek srebra na bakterie S. aurens rosnace w formie planktonicznej i w formie biofilmu
(Nakonieczna et al. 2013). W ramach realizacji wspomnianego grantu bylam odpowiedzialna
réwniez za poprawne przeprowadzenie badan 7z vive na mysim modelu ran chronicznych. W tym
celu nawigzalam wspélprace z prof. Lotharem Lilge, kierownikiem Katedry Biofizyki na
Uniwersytecie w Toronto (Kanada). Efekty tej wspolpracy zawarte sq w dwéch publikacjach
naukowych (Fila et al. 2016; Grinholc et al. 2015). Bylam réwniez wykonawca innego grantu
Narodowego Centrum Nauki realizowanego w Zakladzie Diagnostyki Molekularnej, ktory
dotyczyl analizy mechanizmoéw szczepowo-zaleznej odpowiedzi S. aureus na aPDI, gdzie miatam
udzial gléwnie w projektowaniu doswiadczen, analizie uzyskanych wynikéw, a takze
przygotowaniu manuskryptéw (Grinholc et al. 2011; Kossakowska et al. 2013).

W roku 2011 zainteresowalam si¢ metodami ,,omicznymi”, ktore stanowia bardzo dobre
narzedzie do wieloczynnikowej analizy danego ukladu badawczego. Aby poznaé mozliwosci
stosowania tego typu metodyki aplikowalam o krétkoterminowe stypendium na pobyt w
zagranicznym osrodku badawczym specjalizujacym si¢ w analizach proteomicznych. Odbytam
staz, finansowany przez FEBS, w grupie badawczej kierowanej przez prof. Michaela Heckera,
(Ernst-Moritz-Arndt Universitat, Greifswald, Niemcy), w czasie ktérego realizowatam wlasny
projekt pt.: ,,Proteomic analysis of Staphylococcus anreus strains differently responding to
photodynamic inactivation.” Dodatkowo uzyskalam, w ramach otwartego konkursu,
finansowanie na odbycie stazu w firmie Decodon Gmbh (Greifswald, Germany), zajmujacej si¢
tworzeniem programow komputerowych do analiz biologicznych. Flagowym produktem firmy
jest oprogramowanie Delta2D do iloSciowej analizy sygnaléw fluorescencji w zelach
poliakryloamidowych po rozdziale elektroforetycznym bialek w elektroforezie dwukierunkowej
(2D-PAGE).

Kontynuujac tematyke badan ,,omicznych” od kilku lat wspoélpracuje z prof. dr hab. Agata
Kot-Wasik (Katedra Chemii Analitycznej Politechniki Gdanskiej) realizujac projekt dotyczacy
lipidomiki S. aurens. W ramach realizacji tego projektu opracowatam metode hodowli i ekstrakcji
lipidow z komorek bakteryjnych. Wspolpracowalam jako bezposredni opieckun z Weronika
Hewelt-Belka (wowczas doktorantkg prof. A. Kot-Wasik) w biologicznej cz¢sci doswiadczen.
Wspolpraca ta zaowocowala publikacjami naukowymi, z ktorych jedna dotyczyla opracowania i
walidacji metody analitycznej polegajacej na stworzeniu profilu lipidowego z . aurens (Hewelt-
Belka et al. 2014), a druga na wykorzystaniu tejze metody do zbadania korelacji pomiedzy sktadem
lipidéw blony bakteryjnej a opornoscig na antybiotyki (Hewelt-Belka et al. 2016). W obydwu
publikacjach jestem drugim autorem.
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