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1. Imie i Nazwisko: Mariusz Grinholc

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania

oraz tytutu rozprawy doktorskiej

a)

b)

doktor nauk biologicznych w zakresie biochemii, Migdzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego, 2009;
praca doktorska pt. ,Inaktywacja fotodynamiczna jako alternatywna metoda zwalczania
wielolekoopornych szczepdw Staphylococcus aureus”. Promotor: prof. dr hab. Krzysztof
Piotr Bielawski.

Rozprawa zostata wyréiniona przez Rade Wydzialu Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

magister biotechnologii, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, 2004; praca magisterska pt.
,Zwigzek okreélonych czynnikéw wirulencji i struktury klonalnej szczepéw MRSA
z wybranymi infekcjami gronkowcowymi”. Promotor: dr hab. Julianna Kurlenda.

Publiczna prezentacja wynikéw pracy magisterskiej zostata wyréiniona przez Rade
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

a)

Uniwersytet Gdanski; Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii  Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Abrahama 58, 80-307 Gdarisk,
wojewddztwo pomorskie, Polska, asystent (od 01.10.2009)

-~

<3/L.L—Ol <



dr Mariusz Grinholc ) Zatgcznik nr 2: Autoreferat w jezyku polskim

b) Uniwersytet Gdanski; Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Abrahama 58, 80-307 Gdansk,
wojewddztwo pomorskie, Polska, adiunkt (od 01.08.2012)

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiggniecia naukowego

Opracowanie strategii prowadzqgcych do skutecznej walki ze zjawiskiem szczepowo-
zaleznej odpowiedzi drobnoustrojéw na inaktywacje fotodynamicznq

b) Publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego ze szczegétowym oméwieniem
indywidualnego wktadu wnioskodawcy

1. M. Kossakowska*, J. Nakonieczna, A. Kawiak, J. Kurlenda, K.P. Bielawski, M. Grinholc.
Discovering the mechanisms of strain-dependent response of S. aureus to
photoinactivation: oxidative stress toleration, endogenous porphyrin level and strain’s
virulence. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 2013; 10(4): 348-55

IFo013 = 2,524, IFsietni = 2,308; liczba punktow MNiISW = 20; liczba cytowan (Web of

Science) =5

Wktad habilitanta: 40%. Autor do korespondencji. Autorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie wiekszosci doswiadczer; analiza i interpretacja wiekszosci wynikow;

przygotowanie manuskryptu,; przygotowanie wiekszosci rycin i tabel; przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentéw; pozyskanie finansowania badan (grant MNISW
luventus Plus nr IP2010 010970; w grancie petnitem role kierownika projektu).

2. J. Nakonieczna, A. Rapacka-Zdonczyk#, A. Kawiak, K.P. Bielawski, M. Grinholc. Sub-lethal
photodynamic inactivation renders Staphylococcus aureus susceptible for silver
nanoparticles. Photochemical & Photobiological Sciences, 2013; 12(9): 1622-7
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IFa013 = 2,939, IFsietni = 2,618; liczba punktéow MNISW = 25; liczba cytowar (Web of
Science) =3

Wktad habilitanta: 44%. Autor do korespondenciji. Wspétudziat w opracowaniu koncepcji

badar; zaplanowanie wiekszosci doswiadczen; analiza i interpretacja wigkszosci
wynikéw;  przygotowanie maszynopisu;  przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentéw; pozyskanie finansowania badar (grant MNiSW luventus Plus nr IP2010
010970 oraz grant NCBiR nr LIDER/32/36/L-2/10/NCBiR/2011; w_obydwu grantach
petnitem role kierownika projektu).

3. M. Grinholc, J. Nakonieczna, A. Negri*, A. Rapacka-Zdonczyk#, A. Motyka*, G. Fila#,
J. Kurlenda, J. Leibner-Ciszak, M. Otto, K.P. Bielawski. The agr function and
polymorphism: impact on Staphylococcus aureus susceptibility to photoinactivation.
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 2013; 129: 100-7

IFa013 = 2,803, IFsietni = 3,133; liczba punktéw MNISW = 30; liczba cytowan (Web of
Science) =1

Wktad habilitanta: 44%. Autor do korespondencji. Autorstwo koncepcji badan;

zaplanowanie wszystkich doswiadczeri; analiza i interpretacja wszystkich wynikéw
(z wytqczeniem analizy statystycznej); przygotowanie manuskryptu (wigkszosci tekstu
oraz wszystkich rycin i tabel); przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow;
pozyskanie finansowania badarn (grant NCN nr 1651/B/P01/2010/39; w grancie petnitem
role kierownika projektu).

4. A. Rapacka-Zdonczyk#, A. Rhod Larsen, J. Empel, A. Patel, M. Grinholc. Association of
susceptibility to photodynamic oxidation and the genetic background of Staphylococcus
aureus. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, 2014; 33(4):
577-86

IFy014 = 2,668, IFsietni = 2,628; liczba punktéw MNiSW = 25; liczba cytowari (Web of
Science) =3

Wktad habilitanta: 55%. Autor do korespondencji. Autorstwo koncepcji badan;
zaplanowanie wszystkich doswiadczer; analiza i interpretacja wszystkich wynikéw;

przygotowanie maszynopisu (wigkszosci tekstu oraz wszystkich rycin i tabel);
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow; pozyskanie finansowania badan
(grant NCN nr 1651/B/P01/2010/39; w grancie petnitem role kierownika projektu).

5. M. Grinholc, A. Rapacka-Zdonczyk#, B. Rybak, F. Szabados, K.P. Bielawski. Multiresistant
strains are as susceptible to photodynamic inactivation as their naive counterparts:
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protoporphyrin IX-mediated photoinactivation reveals differences between methicillin
resistant and methicillin sensitive Staphylococcus aureus strains. Photomedicine and
Laser Surgery, 2014; 32(3): 121-9

IFy014 = 1,672, IFsietni = 1,900; liczba punktéw MNiSW = 25; liczba cytowan (Web of
Science) =5

Wktad habilitanta: 60%. Autor do korespondencji. Autorstwo koncepcji badarn;

zaplanowanie wszystkich doswiadczeri; analiza i interpretacja wszystkich wynikow;
przygotowanie manuskryptu (wiekszosci tekstu oraz wszystkich rycin i tabel);
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentéw; pozyskanie finansowania badari
(grant NCN nr 1651/B/P01/2010/39; w grancie petnitem role kierownika projektu).

6. M. Grinholc, J. Nakonieczna, G. Fila#, A. Taraszkiewicz, A. Kawiak, G. Szewczyk, T. Sarna,
L. Lilge, K.P. Bielawski. Antimicrobial Photodynamic Therapy with Fulleropyrrolidine:
Photoinactivation Mechanism of Staphylococcus Aureus, In vitro and In vivo Studies.
Applied Microbiology and Biotechnology, 2015; 99(9): 4031-4043

IF014 = 3,337, IFsietni = 3,848; liczba punktow MNiSW = 35; liczba cytowan (Web of
Science) = 2

Wktad habilitanta: 38%. Autor do korespondencji. Wspdtudziat w opracowaniu koncepdji

badan; zaplanowanie i wykonanie wiekszosci doswiadczer; analiza i interpretacja
wiekszosci wynikéw; przygotowanie maszynopisu (wszystkich rycin i tabel z wytqczeniem
Ryc. 2; przygotowanie wiekszosci tekstu); przygotowanie odpowiedzi na uwagi
recenzentow; pozyskanie finansowania badari (grant NCBiR nr LIDER/32/36/L-
2/10/NCBiR/2011; w grancie petnitem role kierownika projektu).

7. M. Grinholc, A. Rodziewicz*, K. Forys*, A. Rapacka-Zdonczyk#, A. Kawiak,
A. Domachowska, G. Golunski, Ch. Wolz, L. Mesak, K. Becker, K.P. Bielawski. Fine-tuning
recA expression in Staphylococcus aureus for antimicrobial photoinactivation:
importance of photo-induced DNA damage in the photoinactivation mechanism. Applied
Microbiology and Biotechnology, 2015; 99(21): 9161-76

IF2014 = 3,337, IFs.etni = 3,848; liczba punktéw MNiSW = 35; liczba cytowars (Web of
Science) =0

Wktad habilitanta: 40%. Autor do korespondencji. Autorstwo koncepcji badarn;
zaplanowanie i wykonanie wiekszosci doswiadczen; analiza i interpretacja wszystkich

wynikéw; przygotowanie maszynopisu (przygotowanie wszystkich rycin i tabel
z wyfqczeniem rycin Ryc. 6 i 11; przygotowanie wiekszosci tekstu); przygotowanie
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odpowiedzi na uwagi recenzentéw; pozyskanie finansowania badan (grant NCBiR nr
LIDER/32/36/L-2/10/NCBiR/2011; w grancie petnitem role kierownika projektu).

* studenci wykonujgcy prace magisterskq pod mojq opiekg.
# doktoranci wykonujgcy prace doktorskq pod mojq opiekq — promotor pomocniczy

Oswiadczenia wspétautoréw okreslajgce ich indywidualny wkfad w powstanie kazdej
z powyzszych prac zamieszczono w Zatgczniku nr 5 (Oswiadczenia wspofautorow). Nie
przewiduje sie wykorzystania ktdrejkolwiek z wymienionych prac jako osiggniecia
w innym postepowaniu awansowym.

Dla prac opublikowanych w roku 2015 wykorzystano ostatniq dostepng w bazach
wartosé IF2014.

taczny wspotczynnik oddziatywania (imp'act factor) czasopism, w ktdérych ukazaty sie
publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 19,280; punkty MNiSW — 195; liczba cytowan wg bazy Web of Science —19.

c) oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

WSTEP

W roku 2004, Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO)
w dokumencie zatytutowanym “Najwatzniejsze leki dla Europy i Swiata” (ang. Priority Medicines
for Europe and the World) nadata zakazeniom wywotanym przez wielolekooporne bakterie
priorytet najwyzszej rangi i wskazata, ze Europa powinna odgrywac pierwszoplanowg role
w kreowaniu kierunkéw badar dotyczacych nowych opcji terapeutycznych. W ciggu ostatnich 10
— 20 lat obserwujemy dynamiczny wzrost lekoopornosci drobnoustrojéw. W ekstremalnych
przypadkach mamy do czynienia ze szczepami, ktére nie wykazuja wrazliwosci na Zadne
z licencjonowanych lekéw przeciwbakteryjnych lub sa wrazliwe na leki znacznie bardziej
toksyczne dla organizmu cztowieka niz rutynowo stosowane chemioterapeutyki. Zaistniata
sytuacja wymusza powstawanie nowych kierunkéw badan skupiajacych sie wokét poszukiwania
metod przeciwdziatajgcych rozwojowi lekoopornosci oraz prowadzacych do zmniejszenia uzycia
lekow przeciwdrobnoustrojowych.
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Inaktywacja fotodynamiczna drobnoustrojéw (ang. Photodynamic Inactivation, PDI) jest
od wielu lat podstawowym tematem moich badarn naukowych zaréwno w modelu in vitro jak
iinvivo. Zgodnie z uzyskanymi przez nasz zespét badawczy wynikami oraz danymi
literaturowymi przedstawionymi przez inne osrodki badawcze na swiecie, mozemy wykazac, ze
fotoinaktywacja odznacza sie (i) wysoka aktywnoscig bakteriobdjczg niezaleznie od stopnia
lekoopornosci drobnoustrojéw; (ii) brakiem rozwoju mechanizméw opornosci drobnoustrojow
na fotoinaktywacje; (iii) brakiem wptywu na rozwdj lekoopornosci drobnoustrojow; (iv) wysokim
bezpieczeristwem wobec komodrek eukariotycznych; (v) brakiem aktywnosci cyto-
i genotoksycznej, oraz (vi) ograniczonym wptywem na towarzyszaca zakazeniu flore. PDI
prowadzi do uszkodzenia komdrek drobnoustrojow poprzez wytwarzanie reaktywnych form
tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), indukowanych interakcjami miedzy Swiattem
widzialnym o odpowiedniej dtugosci fali a Swiattoczutym zwigzkiem chemicznym zwanym
fotouczulaczem (ang. photosensitizer, PS). Fotouczulacz, wskutek dziatania Swiatta o okreslonej
dtugosci fali, przechodzi z podstawowego stanu energetycznego do stanu wzbudzonego.
Wzajemne oddziatywania fotouczulacza w stanie trypletowym z tlenem czasteczkowym w stanie
podstawowym powoduje rozwdj reaktywnych form tlenu, takich jak tlen singletowy (*0,),
poprzez przeniesienie energii i rodniki hydroksylowe (HO®) za posrednictwem transferu
elektrondw. Tworzone reaktywne formy tlenu oraz tlen singletowy moga wywiera¢ efekt
cytotoksyczny wobec réznych biomolekut takich jak biatka, lipidy, btony komérkowe czy materiat
genetyczny (Tanielian i wsp., 2000).

Liczne badania in vitro i in vivo potwierdzajg skutecznos¢ przeciwbakteryjnej inaktywacji
fotodynamicznej w eradykacji drobnoustrojéw oraz eliminacji zakazenia. Wobec zakazen
réznych typdw ran, takich jak oparzenia, otarcia, uszkodzenia tkanek migkkich, czy rany cigte
wykazano skuteczno$¢ omawianej terapii zarébwno w przypadku zakazert drobnoustrojami
Gram-ujemnymi jak i Gram-dodatnimi. Prof. Michael Hamblin z Bostonu jako pierwszy wykazat
efektywno$é PDI in vivo przy uzyciu myszy z rang cietg zakazong Pseudomonas aeruginosa
i Escherichia coli (Hamblin i wsp., 2003). Jedynie zwierzeta leczone PDI przetrwaty zakazenie
P. aeruginosa. Przy uzyciu PDI z wykorzystaniem btekitu toluidyny O (ang. toluidine blue O, TBO)
znacznie inaktywowano Vibrio vulnificus, ktére u zwierzat niepoddanych leczeniu prowadzity do
sepsy i $mierci. Podobne wyniki uzyskano dla zwierzat zakazonych bakteriami z gatunku
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus i innymi. Ponadto, PDI jest szeroko stosowana
w zakazeniach jamy ustnej i zebdw, w ktorych gtéwnie Gram-ujemne bakterie s3
odpowiedzialne za wiekszo$¢ wywotywanych infekcji. Wykorzystanie PDI w réznych modelach
zakazenia tkanek przyzebia wykazaly zmniejszenie obcigzenia bakteryjnego dla réznych
gatunkdw bakterii. Zywotno$¢ Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis i Prevotella intermedia zostata znacznie zredukowana po zastosowaniu PDI
(Dortbudak i wsp., 2001).
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Bardzo waznym aspektem inaktywacji fotodynamicznej jest fakt, iz mozliwa jest
selektywna inaktywacja patogennych drobnoustrojow bez wywotywania efektow
cytotoksycznych wobec komérek i tkanek gospodarza. Ostatnie badania wskazuja, ze za pomoca
fotouczulacza ftalocyjaninowego doprowadzono do spadku przezywalnosci drobnoustrojow
chorobotwdrczych o 5 jednostek w skali logarytmicznej bez powodowania szkéd wobec ludzkich
komérek takich jak fibroblasty czy keratynocyty (Soncin i wsp., 2002). Inne badania pokazaty,
ze pochodna  chloryny e6 moze skutecznie prowadzi¢ do fotodestrukcji P. gingivalis
i Actinomyces viscosus przy jednoczesnym braku inaktywacji komdrek nabtonka jamy ustne;.
Podsumowujac, badania in vitro wykazaty, ze przy zastosowaniu tych samych parametréw
dozymetrycznych inaktywacji fotodynamicznej komdrki gospodarza s3 mniej wrazliwe
na traktowanie niz komérki drobnoustrojéw, sugerujac istnienie marginesu bezpieczerstwa
miedzy inaktywacja bakterii a uszkodzeniem komdrek gospodarza.

Mimo tego, ze zjawisko inaktywacji fotodynamicznej drobnoustrojéw zostato odkryte
ponad 100 lat temu, pierwsze badania kliniczne odbyty sie w roku 1970. Wykazano, ze PDI
z wykorzystaniem TBO z powodzeniem odkazita implanty zkolonizacja bakteryjng u 15
pacjentdw, zmniejszajac obcigzenie mikroorganizmami o 2 jednostki w skali logy,. Ponadto,
uzycie btekitu metylenowego (ang. methylene blue, MB) i $wiatta czerwonego o fali dtugosci 665
nm doprowadzito do petnej inaktywacji drobnoustrojéw w zainfekowanych korzeniach zgbdow.
W innym badaniu wykazano, ze TBO-PDI moze zmniejszy¢ 10-krotnie zywotno$¢ Streptococcus
mutans obecnego w préchnicy zebiny lub zepsutych zebach. Innym przekonujgcym
zastosowaniem PDI jest leczenie trgdziku pospolitego. Prof. Hongcharu z Bostonu jako pierwszy
wykazat skutecznoé¢ miejscowej PDI z uzyciem kwasu aminolewulinowego (ang. aminolevulinic
acid, ALA) w leczeniu tradzika pospolitego u dorostych (Hongcharu i wsp., 2000). Istnieje
réwniez wiele innych badan klinicznych wykazujacych skuteczno$¢ PDI w leczeniu réinych
zakazen bakteryjnych, leiszmaniozy, czy infekcji wirusowych.

Innym nowatorskim podejsciem jest wykorzystanie Swiatta niebieskiego (400-500 nm)
w monoterapii bez uzycia egzogennych zwigzkéow fotouczulajgcych. Letalnosé¢ Swiatta
niebieskiego zaréwno wobec bakterii Gram-dodatnich jak iGram-ujemnych wykazano
w warunkach in vitro jak i in vivo. Natomiast dtugos¢ fali w zakresie 402-420 nm opisano jako
najbardziej  skuteczng w  inaktywacji drobnoustrojéw. Doktadny  mechanizm
przeciwbakteryjnego efektu $wiatta niebieskiego nie jest w petni poznany. Ogodlnie przyjete
hipotezy mowia, ze S$wiatto niebieskie prowadzi do wzbudzenia wewngtrzkomdrkowych
zwigzkéw fotouczulajgcych takich jak porfiryny, ktére zachowuja sie jak fotouczulacze
w klasycznej metodzie PDI. Absorpcja fotonu prowadzi do transferu energii i ostatecznie
produkcji wysoko cytotoksycznych reaktywnych form tlenu zwtaszcza tlenu singletowego.
Jednak rdzne bakterie wykazujg zmienng podatnos¢ na swiatto niebieskie. Badania wykazaty, ze
bakterie Gram-dodatnie sg na ogot bardziej wrazliwe na inaktywacje Swiattem 405 nm niz
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gatunki Gram-ujemne. Stwierdzono réowniez, ze roznice w kinetyce inaktywacji moga by¢
spowodowane specyficznymi réznicami w poziomie endogennych porfiryn oraz ich podtypdw.
Badania wykazaty, Ze Swiatto niebieskie jest w stanie prowadzi¢ do inaktywacji patogenéw
beztlenowych jamy ustnej takich jak Prevotella, Porphyromonas i Fusobacterium oraz
mikroaerofilnych drobnoustrojéw takich jak Propionibacterium acnes i Helicobacter pylori.
Co wiecej, bakteriobdjczg skutecznosé in vitro Swiatta niebieskiego wykazano dla E. coli,
metycylinoopornych szczepéw S. aureus (MRSA), P. aeruginosa, oraz tworzacych biofilm
S. mutans (Guffey i Wilborn, 2006). Maclean i wsp. badali bakteriobdjcze dziatanie Swiatta
405 nm wobec niektérych gatunkéw bakterii, w tym Gram-dodatnich Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Clostridium perfringens, oraz Gram-
ujemnych Acinetobacter baumannii, Proteus vulgaris i Klebsiella pneumonia, ktére wigza sie
z nabytymi zakazeniami szpitalnymi (Maclean i wsp., 2014). Wyniki wykazaty, ze wigkszos¢
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych gatunkéw udato sie wyeliminowac. Jednym z gtéwnych
zastosowar $wiatta niebieskiego dla leczenia chordb zakaznych w klinice jest leczenie tradziku
pospolitego, ktdry jest waznym zaburzeniem dermatologicznym z zakazeniem P. acnes. Ponadto,
$wiatto niebieskie stosuje sie réwniez w inaktywacji Helicobacter pylori, ktéry jest giéwnym
patogenem wywotujgcym zanikowe zapalenie btony $luzowej zotadka i wrzody trawienne. Ganz
i wsp. wykazali na grupie 10 pacjentdw leczonych endoskopowo Swiattem niebieskim (405 nm)
znaczne spadki w przezywalnosci H. pylori. U niektérych pacjentow wykazano redukcje
obcigzenia bakteryjnego o ok. 99%.

Warto tez wspomnie¢ o kilku nowych zastosowaniach klinicznych fototerapii
opracowanych w ostatnich latach. Firma Ondine Biomedical prowadzi duze badanie kliniczne,
ktérego celem jest eradykacja metycylinoopornych szczepdw S. aureus przed zabiegiem
szpitalnym przy uzyciu btekitu metylenowego i PDlI z jamy nosowo-gardtowej
(www.ondinebio.com/wp-content/uploads/2011/04/0OBP-NR-041511-Final.pdf). Ta sama firma
planuje drugie badanie kliniczne fotodezynfekcji in situ rur dotchawiczych jako sposéb
zapobiegania odrespiratorowemu zapaleniu ptuc (www.ondinebio.com/wp-
content/uploads/2011/05/0OBP-NR-051011-Final.pdf). Z kolei firma Sinuwave bada
wykorzystanie MB-PDI w celu zwalczania przewlektych zapalen zatok (www.sinuwave.com).

Jak mozna zauwazyé z przytoczonych powyzej przyktaddw, przeciwbakteryjna
inaktywacja fotodynamiczna w wigkszosci badan naukowych stanowi propozycje alternatywnej
opcji terapeutycznej, ktéra niezaleznie i w odcieciu od innych komplementarnych podejs¢
przeciwbakteryjnych (np. antybiotykoterapii) ma prowadzi¢ do skutecznej eradykaciji
patogennych drobnoustrojéw w miejscu zakazenia. Z doswiadczenia wynikajgcego z moich
badai wiemy, ze osiggniecie satysfakcjonujacych efektéw klinicznych inaktywacji
fotodynamicznej, rozumianych jako catkowitg eradykacje drobnoustrojow w miejscu zakazenia,
jest niezwykle trudne i rzadko opisywane mimo licznych prac prowadzonych na catym $wiecie.

Gridalc
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Trzeba w tym miejscu wspomnie¢, ze waznym ograniczeniem inaktywacji fotodynamicznej jest
jej nizsza skuteczno$¢ bakteriobdjcza w stosunku do drobnoustrojéw rosngcych w biofilmie oraz
fakt, ze efektywnosc badan in vitro czesto nie przenosi sie na modele zwierzece in vivo. Nawet
po skutecznej eliminacji drobnoustrojéw z miejsca zakazenia, po 24 godzinach nastepuje
ponowny wzrost mikroorganizméw i rozwdj zakazenia. W zwigzku z tym, w moim odczuciu,
inaktywacja fotodynamiczna drobnoustrojéw w biezagcym ksztatcie nie moze stanowié
alternatywnej i samowystarczalnej opcji terapeutycznej w leczeniu zakazen bakteryjnych.
Niemniej, jestem gteboko przekonany, ze inaktywacja ta odznacza sie wieloma zaletami, ktére
czynig z niej atrakcyjne narzedzie do kompleksowej walki z wielolekoopornymi patogenami
cztowieka. Dlatego w swoim podejsciu badawczym skupitem sie na poszukiwaniu strategii
mogacych zwiekszy¢ bakteriobdjcza efektywnos¢ inaktywacji fotodynamiczne;j.

Niestety, wiekszos¢ badan nad inaktywacjg fotodynamiczng bakterii prowadzonych jest
w oparciu o pojedynczych przedstawicieli poszczegdlnych gatunkdéw. Najwazniejszym
odkryciem wynikajacym z mojej pracy doktorskiej i opisanym po raz pierwszy przeze mnie,
byto wykazanie szczepowo-zaleznej odpowiedzi S. aureus na inaktywacje fotodynamiczna.
Z badan przeprowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej wiadomo, ze gronkowiec ztocisty
w zaleznosci od szczepu moze wykazywa¢ bardzo rdéing wrazliwo$¢ na inaktywacje
fotodynamiczng (Grinholc i wsp., 2008). Mechanizm lezacy u podstaw takiej szczepowej
odpowiedzi na terapie fotodynamiczng nie byt jak dotad badany. Istnieja doniesienia
literaturowe dotyczace badan prowadzonych na kilku szczepach jednego gatunku, natomiast
w zadnych z nich nie wykazano tak duzych odchylen w odpowiedzi na inaktywacje
fotodynamiczng jak w badaniach naszego zespotu. Badania prowadzone przez zesp6t prof. Tima
Maischa z Regensburga dotyczyty dwdch szczepéw MRSA i dwdch szczepéw MSSA, jednakze
réznica w odpowiedzi na zastosowang terapie nie przekroczyta 0,2 logio w redukgji liczby
bakterii (Maisch i wsp., 2005). Zesp6t dr Saski Lambrechts z Amsterdamu analizowat PDI wobec
trzech dzikich szczepéw S. aureus i zauwazyt, ze wykazujg one istotng statystycznie réznice
we wrazliwosci na zastosowang fotoinaktywacje (Lambrechts i wsp., 2005). Rdznica ta wynosita
1logio. Istotng réinice we wrazliwosci na PDI wykazat réwniez prof. Embleton z Londynu
pokazujac, ze efektywnos¢ fotoinaktywacji S. aureus wahata sie od 0,04 do 1,69 log;o w redukcji
liczby bakterii (Embleton i wsp., 2005). Jednakze, w Zadnej z tych prac nie podjeto préby
wyjasnienia tego zjawiska. W pierwszej kolejnosci, w pracach stanowigcych osiggniecie
naukowe, podjatem probe identyfikacji czynnikow genetycznych i fenotypowych
warunkujacych istnienie fenotypow S. aureus o réznej wrazliwosci na inaktywacje
fotodynamicznag. W kolejnej czesci podjatem probe opracowania strategii mogacych
przeciwdziata¢ podwyiszonej opornosci drobnoustrojow na reakcje fotodynamiczna.
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Cel badari

Celem badan byta identyfikacja czynnikéw warunkujacych szczepowo-zalezng odpowieds
drobnoustrojéow na inaktywacje fotodynamiczng oraz rozwdj strategii prowadzacych do
skutecznej walki z fenotypami o podwyzszonej opornosci na fotoinaktywacje. Uzyskane wyniki
zostaty opublikowane w siedmiu recenzowanych artykutach eksperymentalnych, ktére wchodza
w sktad osiggniecia naukowego przedtozonego do oceny. Najwazniejsze z otrzymanych wynikéw
omoéwiono ponizej.

WYNIKI

Publikacja 1: M. Kossakowska, J. Nakonieczna, A. Kawiak, J. Kurlenda, K.P. Bielawski, M.
Grinholc. Discovering the mechanisms of strain-dependent response of S. aureus to
photoinactivation: oxidative stress toleration, endogenous porphyrin level and strain’s
virulence. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 2013; 10(4): 348-55

W publikacji przedstawiono wyniki badan, ktére doprowadzity do odkrycia rdinej
wrazliwosci szczepOw S. aureus na fotoinaktywacje w zaleznoéci od stosowanego fotouczulacza.
Wykorzystujgc rézne zwigzki fotouczulajgce, ten sam szczep wykazywat zupetnie odmienng
wrazliwos¢ na inaktywacje fotodynamiczng. Dodatkowo, uzyskane wyniki pozwolity
wyeliminowa¢ wptyw niektdérych cech fenotypowych S. aureus na odpowiedz wobec inaktywacgji
fotodynamicznej. Doswiadczenia prowadzono w ramach kierowanego przeze mnie projektu
~Efektywna terapia fotodynamiczna skierowana przeciwko alarmowym patogenom szpitalnym
wykorzystujgca unikalne zwiqzki fotouczulajqce, ekstrakty roslinne oraz nanoczqgsteczki srebra”
(grant MNiSW, luventus Plus nr IP2010 010970), realizowanego w latach 2010-2011.

Wykorzystujagc zaréwno egzogenne jak i endogenne, indukowane kwasem delta-
aminolewulinowym, zwiazki fotouczulajgce, wykazano réing wrailiwo$¢ S. aureus
na inaktywacje fotodynamiczna. W zaleznosci od stosowanego fotouczulacza, ten sam szczep
drobnoustroju wykazywat duzg wrazliwo$¢ lub niewrazliwoéé na reakcje fotodynamiczna.
Ponadto, uzyskane wyniki potwierdzity istnienie szczepowo-zaleznej odpowiedzi
drobnoustrojéw na fotoinaktywacje i wykazaty, ze zréznicowanie wrazliwosci na PDI dotyczy
réznych grup zwigzkéw fotouczulajacych.

W poszukiwaniu czynnikéw mogacych warunkowaé odmienng odpowied? S. aureus
na fotoinaktywacje wykonano analize produkcji endogennych porfiryn w badanych szczepach,
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stawiajac hipoteze, ze zréinicowany ich poziom wewnatrz komérek drobnoustrojéw moze
determinowad skutecznos$¢ inaktywacji fotodynamicznej z uiyciem zaréwno endo- jak
i egzogennych fotouczulaczy. Podobny poziom produkcji  wewnatrzkomdrkowych porfiryn
w badanych szczepach S. aureus wykazat brak jakiejkolwiek korelacji miedzy ich produkcja
a wrazliwoscig na PDI.

Majac na uwadze fakt, ze mechanizm szczepowo-zaleznej odpowiedzi drobnoustrojéw
na inaktywacje fotodynamiczng pozostawat niewyjasniony, podjeto prdbe identyfikacji cech
fenotypowych S. aureus, ktére mogty determinowaé skutecznoéé¢ PDI. Lipovsky i wsp. w swojej
pracy wykazali zaleznos$¢ réinej wrazliwoéci S. aureus na fototerapie od poziomu reaktywnych
form tlenu, wrazliwosci na stres oksydacyjny wywotany obecnoscig nadtlenku wodoru (H,0,),
czy poziomem karotenoiddw w komdrkach bakterii (Lipovsky i wsp., 2009). Uzyskane przeze
mnie wyniki nie wykazaty zadnej statystycznie istotnej korelacji miedzy badanymi czynnikami
awrazliwoscig na inaktywacje fotodynamiczng. Podobnie, badajagc poziom akumulacji
fotouczulaczy w komérkach drobnoustrojéw, nie wykazano prostej zaleznoéci miedzy
skutecznoscig PDI a poziomem nagromadzonego wewnatrz komorki bakteryjnej fotouczulacza.

Wykorzystujac badania na komérkach eukariotycznych (keratynocytach), po raz pierwszy
wykazano, ze szczepy o réznym stopniu wirulencji moga by¢ w réwnym stopniu inaktywowane
zuzyciem PDI. Ponadto, wykazano, ze poddane fotoinaktywacji drobnoustroje charakteryzuja
sie¢ zmniejszong wirulencja wobec komérek eukariotycznych. Opisana zdolno$¢ PDI do
inaktywacji czynnikéw wirulencji drobnoustrojéw wydaje sie niezwykle istotng i pozadang
klinicznie cecha.

Gtéwne osiggniecia poznawcze
Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy umozliwity:

® wysunigcie hipotezy, ze szczepowo-zalezna odpowied? drobnoustrojéw na
fotoinaktywacje jest zjawiskiem powszechnym i obecnym w przypadku kazdej grupy
zwigzkoéw fotouczulajgcych,

* wykazanie, Zze poziom wrazliwoéci drobnoustrojéw na PDI zalezy od uzytego zwigzku
fotouczulajgcego,

e wykazanie, ze badane cechy fenotypowe S. aureus takie jak poziom endogennych
porfiryn, poziom produkowanych keratynoidéw czy wrazliwoéé na stres oksydacyjny
indukowany nadtlenkiem wodoru nie determinujg skutecznoéci PDI sugerujac, ze
mechanizm leiagcy u podstaw  opisywanej szczepowo-zaleznej  odpowiedzi
drobnoustrojéw na PDI jest niezwykle ztozony i wieloczynnikowy,
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* wykazanie, ze poziom wirulencji drobnoustrojow nie ogranicza skutecznosci PDI,
a w dodatku jest on redukowany w wyniku reakcji fotodynamicznej,

* zaproponowanie strategii umozliwiajacej osiggnigcie efektu bakteriobdjczego PDI wobec
drobnoustrojéw charakteryzujacych sie podwyzszong opornoscia na inaktywacje
fotodynamiczng;  strategia ta zaktada opracowanie mieszaniny  zwigzkow
fotouczulajacych umozliwiajgcej inaktywacje drobnoustrojéow o réznych fenotypach
wrazliwosci na PDI.

Publikacja 2: J. Nakonieczna, A. Rapacka-Zdonczyk, A. Kawiak, K.P. Bielawski, M. Grinholc. Sub-
lethal photodynamic inactivation renders Staphylococcus aureus susceptible for silver
nanoparticles. Photochemical & Photobiological Sciences, 2013; 12(9): 1622-7

W publikacji przedstawiono wyniki badar, ktére doprowadzity do wykazania istnienia
synergistycznego oddziatywania miedzy inaktywacja fotodynamiczng i nanoczastkami srebra.
Cowigcej, po raz pierwszy zaproponowano sekwencyjne uzycie obydwu podejsé
terapeutycznych, co poskutkowato znacznym wzrostem skutecznoéci bakteriobdjczej.
Doswiadczenia prowadzono w ramach kierowanych przeze mnie projektéw: ,Efektywna terapia
fotodynamiczna skierowana przeciwko alarmowym patogenom szpitalnym wykorzystujgca
unikalne zwiqzki fotouczulajgce, ekstrakty roslinne oraz nanoczqsteczki srebra” (grant MNiSW,
luventus Plus nr IP2010 010970, realizowany w latach 2010-2011) oraz »Nanobiotechnologia
Jjako innowacyjne podejscie w leczeniu zakazeri ran oparzeniowych” (grant NCBIR, Lider nr
LIDER/32/36/L-2/10/NCRiR/2011, realizowany w latach 2011-2015).

Ze wzgledu na to, ze jednym z gtéwnych ograniczeri inaktywagji fotodynamicznej jest
istnienie fenotypéw drobnoustrojow o podwyiszonej opornoéci na PDI oraz fakt, ze efekt
eradykacji drobnoustrojéow jest tracony w 24 godziny po traktowaniu — populacja
drobnoustrojow odnawia sie po traktowaniu inaktywacjg fotodynamiczng — w kolejnej pracy
skupiono sie na poszukiwaniu strategii eliminujgcej obserwowane zjawisko.

Aktywnos¢ bakteriobdjcza nanoczastek srebra znana jest od wielu dekad. Jednakze, wraz
z wprowadzeniem antybiotykdw do rutynowego lecznictwa, ich rola w leczeniu zakazen
bakteryjnych drastycznie spadta. Leaper i wsp. w swojej pracy wykazali, Ze nanoczastki srebra
promuja gojenie sig ran oparzeniowych i poprawiaja efekt kosmetyczny gojacej sie rany (Leaper,
2006). Z kolei zespdt prof. Tiana z Hong Kongu wykazat w badaniach in vivo wykorzystujacych
mysi model rany zakazonej, ze oprécz aktywnosci bakteriobdjczej nanoczastki srebra moduluja
odpowiedz immunologiczng gospodarza wptywajac na poziom cytokin prozapalnych. Efekt ten
znaczaco skraca czas gojenia sig ran (Tian i wsp., 2007).
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Wykorzystujac badania na komoérkach eukariotycznych tj. keratynocytach, wykazano
W naszej pracy, ze stosowane nanoczastki srebra, zardbwno w kombinacji z fotouczulaczem jak
i dziatajgce niezaleznie od procesu fotoinaktywacji, s3 niezwykle bezpieczne i nie wykazuja
zadnej aktywnosci cytotoksycznej wobec komdrek gospodarza.

Proponujac zupetnie nowe podejécie oparte na sekwencyjnym uzyciu nanoczastek srebra
oraz inaktywacji fotodynamicznej, w niniejszej pracy wykazano, ze fotoinaktywacja uwrazliwia
drobnoustroje na dziatanie nanoczastek. Jedynie sekwencyjne uzycie obydwu podejs¢
doprowadzito do petnej eradykacji drobnoustrojéw oraz wyeliminowato ryzyko odnowienia
populacji komérek bakteryjnych po 24 godzinach od traktowania. Ponadto, opisany efekt
bakteriobdjczy uzyskano stosujac znaczgco mniejsze stezenia nanoczastek srebra oraz
fotouczulacza w poréwnaniu z dziataniem kazdego z tych czynnikdw w monoterapii. Warto
podkresdlié, e takie podejscie umozliwito osiggniecie efektu bakteriobdjczego (spadek
przezywalnosci bakterii o 7 jednostek w skali logarytmicznej) przy uzyciu niezwykle niskich
stezerr fotouczulacza rzedu 0,05 i 0,5 pM. Uzyskane wyniki potwierdzajg istnienie
synergistycznego oddziatywania inaktywacji fotodynamicznej oraz nanoczastek srebra.

Poznanie wzajemnych oddziatywan inaktywacji fotodynamicznej z nanoczgstkami srebra
umozliwito zaproponowanie alternatywnej i niezwykle bezpiecznej w stosunku do komérek
eukariotycznych opcji terapeutycznej w leczeniu zakazen dermatologicznych.

Gtdwne osiggniecia poznawcze
Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy umozliwity:

e wykazanie braku aktywnosci cytotoksycznej sekwencyjnego uzycia PDI i nanoczgstek
srebra wobec komorek eukariotycznych,

e opracowanie nowej strategii prowadzacej do eliminowania fenotypéw drobnoustrojéw
o podwyiszonej opornosci na PDI i zapobiegajacej odnawianiu si¢ populacji bakterii
w miejscu zakazenia; proponowana strategia oparta jest na sekwencyjnym uzyciu
fotoinaktywacji i nanoczastek srebra.
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Publikacja 3: M. Grinholc, J. Nakonieczna, A. Negri, A. Rapacka-Zdonczyk, A. Motyka, G. Fila, J.
Kurlenda, J. Leibner-Ciszak, M. Otto, K.P. Bielawski. The agr function and polymorphism:
impact on Staphylococcus aureus susceptibility to photoinactivation. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology, 2013; 129: 100-7

W pracy przedstawiono wyniki badan, ktére doprowadzity do identyfikacji
polimorfizméw genu globalnej regulacji u S. aureus (ang. accessory gene regulator, agr)
majacych bezposredni wptyw na poziom wrazliwosci drobnoustrojéw na inaktywacje
fotodynamiczng. Doswiadczenia prowadzone byty w ramach kierowanego przeze mnie projektu
,Zwigzek polimorfizmu genu globalnej regulacji (agr), chromosomalnej kasety gronkowcowej
mec (SCCmec) oraz obecnosci leukocydyny Panton-Valentine z zakazeniami gronkowcowymi
oraz odpowiedziq Staphylococcus aureus na fotoinaktywacje farmakologiczng” (grant
MNiSW/NCN nr 1651/B/P01/2010/39) realizowanego w latach 2010-2013.

Jedng z przyczyn stabej efektywnosci inaktywacji fotodynamicznej moze by¢ istnienie
wysoce efektywnych systeméw antyoksydacyjnych w komdrkach bakterii. W poprzednich
pracach wykazano, ze szczepy S. aureus z inaktywacja dysmutaz ponadtlenkowych
charakteryzowaty sie znaczng wrazliwoscia na fotoinaktywacje (Nakonieczna i wsp., 2010).
Podobne obserwacje dotyczyty szczepdw z obnizong produkcjg stafyloksantyny,
gronkowcowego pigmentu znanego z jego antyoksydacyjnych wtasciwosci. Istnienie fenotypdw
drobnoustrojéow o podwyziszonej opornosci na PDI moze wynika¢ réwniez ze zréznicowania
w zdolnosci drobnoustrojow do produkcji biofilmu. Wptyw macierzy zewnatrzkomdrkowej
budujacej strukture biofilmu na skuteczno$¢ inaktywacji fotodynamicznej opisywano
wielokrotnie (Gad i wsp., 2004). Na podstawie tych obserwacji, w badaniach zamieszczonych
w prezentowane] pracy, skupiono sie na poszukiwaniu czynnikdw genetycznych, mogacych
warunkowa¢ istnienie fenotypdéw drobnoustrojow o rdinej wrazliwosci na inaktywacje
fotodynamiczna.

W pracy skupiono sie na elemencie genetycznym, genie globalnej regulacji (agr)
u S. aureus, ktéry stanowi system regulacji ekspresji genow kodujacych wiekszos¢ z opisywanych
powyzej czynnikdw tj. czynnikdw wirulencji oraz produkcji biofilmu. Ponadto, system agr
odgrywa réwniez wazng role w kontroli réwnowagi oksydacyjnej w komorce bakterii,
co bezposrednio wigze jego aktywnos¢ z inaktywacja fotodynamiczng indukujaca stres
oksydacyjny w traktowanych komédrkach. W zwigzku z powyiszym, w prezentowanej pracy
postawiono hipoteze dotyczaca wptywu funkcjonalnosci oraz polimorfizmu genu agr
na efektywnos$¢ inaktywacji fotodynamiczne;j.

W populacji szczepOw S. aureus opisuje sie istnienie czterech podstawowych genotypdéw

zwigzanych z locus agr (grupy od | do IV) (Ji i wsp., 1997). Uzyskane przez nasz zespot wyniki
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dowodza, 7e grupowanie szczepdw na podstawie opisywanych genotypow koreluje z ich
statystycznie réing odpowiedzia na inaktywacje fotodynamiczna. Co wiecej, wykrycie
kilkudziesieciu polimorfizméw w obrebie locus agr, pozwolita na identyfikacje specyficznych
polimorfizméw warunkujacych rézng odpowiedZ S. aureus na PDL. Na podstawie uzyskanych
wynikéw wysnuto hipoteze, e locus agr moze by¢ czynnikiem genetycznym
warunkujacym szczepowo-zalezng odpowiedzig S. aureus na fotoinaktywacje.

W zwigzku z tym, ze system agr reguluje ekspresje licznych gendw, wiaczajac geny
kodujace biatka zwigzane ze $ciang komérkowq bakterii, biatka wydzielane pozakomorkowo, czy
biatka zwigzane z produkcja biofilmu, trudno jest zidentyfikowac specyficzna $ciezke regulacyjng
systemu agr, ktéra mogtaby bezposrednio wptywac na poziom wrazliwosci S. aureus na PDI.
Mozemy jedynie wysnu¢ hipoteze, ze oznaczone polimorfizmy locus agr moga wptywac
na poziom transkrypcji, funkcjonalnos¢ i stabilnos¢ czasteczki RNAIl, ktéra jest gtéwnym
efektorem systemu agr. ‘

Ponadto, w ramach projektu, przeprowadzono wykrywanie aktywnosci hemolitycznej
delta-toksyny, oznaczajgc tym samym, niezaleznie od istniejagcych polimorfizmoéw,
funkcjonalno$é systemu agr. Uzyskane na tej podstawie wyniki sugerujg, ze nie tylko
polimorfizm, ale réwniez funkcjonalno$¢ systemu agr wplywa na poziom wrazliwosci
drobnoustrojéw na fotoinaktywacje. Niemniej, uzyskane wyniki, mimo wykazanych istotnych
statystycznie korelacji, jasno dowodza, ze mechanizm lezacy u podstaw szczepowo-zaleznej
odpowiedzi na PDI jest wieloczynnikowy. Szczepy z tymi samymi polimorfizmami wykazywaty
catkowicie odmienng wrazliwo$¢ na fotoinaktywacje, co sugeruje, ze réwniez procesy niezalezne
od systemu agr maja udziat w warunkowaniu odpowiedzi S. aureus na PDI.

Gtéwne osiggniecia poznawcze
Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy umozliwity:

e wykazanie istotnej roli systemu agr w warunkowaniu odpowiedzi S. aureus na
inaktywacje fotodynamiczng,

e identyfikacje polimorfizméw locus agr warunkujacych okreslony poziom wrazliwosci
drobnoustrojow na fotoinaktywacjg,

e wykazanie wptywu funkcjonalnosci systemu agr na szczepowo-zalezng odpowiedz
S. aureus na PDI,

e rozwdj badar nad opracowaniem strategii prowadzacej do zwiekszenia skutecznosci PDI;
proponowana strategia oparta jest na ingerencji w proces quorum sensing (warunkujacy
funkcjonowanie systemu agr), prowadzacej do inaktywacji systemu agr.
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Publikacja 4: A. Rapacka-Zdonczyk, A. Rhod Larsen, J. Empel, A. Patel, M. Grinholc. Association
of susceptibility to photodynamic oxidation and the genetic background of Staphylococcus
aureus. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, 2014; 33(4): 577-86

W pracy przedstawiono wyniki badar, ktére doprowadzity do identyfikacji struktur
klonalnych S. aureus zwigzanych z rdéing wrazliwoscig drobnoustrojéow na inaktywacje
fotodynamiczng. Do$wiadczenia byty prowadzone w ramach kierowanego przeze mnie projektu
,Zwigzek polimorfizmu genu globalnej regulacji (agr), chromosomalnej kasety gronkowcowej
mec (SCCmec) oraz obecnosci leukocydyny Panton-Valentine z zakazeniami gronkowcowymi
oraz odpowiedzig Staphylococcus aureus na fotoinaktywacje farmakologicznq” (grant NCN nr
1651/B/P01/2010/39), realizowanego w latach 2010-2013.

Istnienie  fenotypdw  drobnoustrojéow  wykazujacych — zmniejszong wrazliwos$¢
na inaktywacje fotodynamiczng jest jednym z jej podstawowych ograniczen. Warto w tym
miejscu wspomnieé, ze de facto w literaturze naukowej nie opisuje si¢ mechanizmu opornosci
na PDI a jedynie istnienie fenotypéw o zmniejszonej wrazliwosci na fotoinaktywacje. Oznacza to,
7e stosujgc  bardziej rygorystyczne warunki reakcji takie jak zwiekszenie  dawki
napromieniowania czy zwiekszenie stezenia fotouczulacza, moina uzyskac efekt bakteriobojczy
PDI wobec drobnoustrojéw wykazujacych fenotyp o zwigkszonej opornosci. Niemniej, istnienie
tego typu fenotypéw wymusza poszukiwanie markeréw diagnostycznych, ktore umozliwityby
szybkg identyfikacje szczepéw, wobec ktdorych trzeba zastosowac bardziej rygorystyczny
protokét inaktywacji fotodynamicznej celem ich zwalczenia. Jest to niezwykle istotne
z klinicznego punktu widzenia i stanowi waing strategie w walce ze szczepowo-zalezng
odpowiedzig drobnoustrojéw na PDI. W zwigzku z powyiszym, w prezentowanej pracy skupiono
sie na analizie epidemiologicznej, ktorej celem byto poszukiwanie istotnych statystycznie
korelacji miedzy genotypem szczepow S. aureus a ich wrazliwoscig na fotoinaktywacje.

Wyniki uzyskane w poprzednich badaniach sugerowaty, ze populacja wielolekoopornych
szczepow S. aureus (ang. methicillin resistant Staphylococcus aureus, MRSA) charakteryzuje sie
podwyzszonym odsetkiem fenotypow z wyisza opornoscig na PDI w poréwnaniu do populacji
szczepow lekowrazliwych (Grinholc i wsp., 2008). W zwigzku z tym, w prezentowanej pracy,
analizie poddano zwigzek odpowiedzi S. aureus na PDI z typem gronkowcowej kasety
chromosomalnej mec (ang. staphylococcal casette chromosome mec, SCCmec), warunkujacej
wielolekoopornos¢ szczepdw MRSA. Wyniki uzyskane w ramach opisywanej pracy wykazaty brak
korelacji miedzy typem kasety SCCmec a wrazliwoécig szczepéw S. gureus na fotoinaktywacje.
Na tej podstawie wysnuto hipoteze, ze obserwowany wyzszy odsetek szczepOw z podwyzszong
opornoscig na PDI w populacji szczepoéw wielolekoopornych jest wynikiem dziatania czynnikdw
niezaleznych od mechanizméw opornosci antybiotykowej.
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W dalszej kolejnosci przeprowadzono analize genomu szczepdw S. aureus w oparciu o
identyfikacje komplekséw klonalnych (ang. clonal complex, CC) i sekwencje genu spag,
kodujgcego gronkowcowe biatko A (ang. staphylococcal protein A, spa). Tak oznaczona
klonalnos¢ szczepdw S. aureus wykazata istotny zwigzek z wrazliwoscig drobnoustrojéw
na fotoinaktywacje. Uzyskane wyniki wykazaty, ze szczepy z kompleksem klonalnym CC1 grupuja
sie w populacji szczepéw o podwyzszonej opornosci na PDI. Co wiecej, szczepy o wysokiej
wrazliwosci na fotoinaktywacje nalezaty do konkretnych klonéw epidemiologicznych
o kompleksie klonalnym CC30 i typach spa t015 i t051. Uzyskane wyniki w sposéb jednoznaczny
pokazujg, ze opracowanie narzedzi diagnostycznych identyfikujgcych szczepy drobnoustrojow
o podwyzszonej opornosci na fotoinaktywacje jest mozliwe w oparciu o badanie tla
genetycznego mikroorganizmow.

Gtéwne osiqgniecia poznawcze
Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy umozliwity:

¢ identyfikacje komplekséw klonalnych i typdw spa zwigzanych z okreslong wrazliwoscia
S. aureus na fotoinaktwacje,

e opracowywanie narzedzi diagnostycznych, opartych na badaniu tta genetycznego
drobnoustrojéw, identyfikujgcych fenotypy o podwyiszonej opornosci na PDI,

e zaproponowanie strategii walki ze szczepami o podwyzszonej opornosci na inaktywacje
fotodynamiczng opartej na ich precyzyjnej diagnostyce i stosowaniu bardziej
rygorystycznych protokotéw PDI.

Publikacja 5: M. Grinholc, A. Rapacka-Zdonczyk, B. Rybak, F. Szabados, K.P. Bielawski.
Multiresistant strains are as susceptible to photodynamic inactivation as their naive
counterparts: protoporphyrin IX-mediated photoinactivation reveals differences between
methicillin resistant and methicillin sensitive Staphylococcus aureus strains. Photomedicine
and Laser Surgery, 2014; 32(3): 121-9

W pracy przedstawiono wyniki badan, ktére doprowadzity do ostatecznego
potwierdzenia hipotezy dotyczacej braku zaleznosci miedzy skutecznoscig inaktywacji
fotodynamicznej a stopniem lekoopornosci drobnoustrojéow. Doswiadczenia byty prowadzone
w ramach kierowanego przeze mnie projektu ,,Zwigzek polimorfizmu genu globalnej regulacji
(agr), chromosomalnej kasety gronkowcowej mec (SCCmec) oraz obecnosci leukocydyny
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Panton-Valentine z zakazeniami gronkowcowymi oraz odpowiedziqg Staphylococcus aureus na
fotoinaktywacje farmakologiczng” (grant NCN nr 1651/B/P01/2010/39) realizowanego w latach
2010-2013.

Jednym z podstawowych zatozen inaktywacji fotodynamicznej jest mozliwos¢ uzyskania
efektu bakteriobdjczego PDI w stosunku do zaréwno wielolekoopornych jak i lekowrazliwych
szczepOw bakterii. Zaktada sie, ze stopien lekowrazliwosci drobnoustrojow nie wptywa na
skutecznoé¢ inaktywacji fotodynamicznej. Zatozenie to jest powielane w literaturze od wielu
dekad, jednakze do czasu powstania niniejszej pracy brak byto jasnych dowoddéw na jej
potwierdzenie. Przedstawiona do oceny praca stanowi meta-analize postawionej hipotezy w
oparciu o badanie 424 szczepow S. aureus wykazujacych mozliwie szeroki wachlarz
mechanizméw opornoéci na rutynowo stosowane chemioterapeutyki oraz réiny stopien
lekowrazliwosci.

Uzyskane wyniki dostarczajg niezbitych dowoddw potwierdzajgcych niezaleznos¢
skutecznoéci fotoinaktywacji od istniejgcych mechanizmoéw lekoopornosci S. aureus oraz stopnia
lekorwazliwosci na stosowane chemioterapeutyki. W kazdej grupie szczepéw, klasyfikowanej
pod wzgledem mechanizmu lekoopornosci oraz stopnia lekoopornosci, identyfikowano izolaty
wykazujace zaréwno wysokg wrazliwos¢ jak i wysoka oporno$¢ na inaktywacje fotodynamiczna.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze szczepy wielolekooporne (MRSA) charakteryzujg sie
generalnie podwyiszong opornoscia na inaktywacje fotodynamiczng w poréwnaniu. do
szczepdw lekowrazliwych (MSSA). Obserwowane zjawisko jest efektem niezaleznym od
mechanizméw opornosci antybiotykowej i stopnia lekowrazliwosci drobnoustrojow, niemniej
sugeruje istnienie, innych niz lekowrazliwo$¢, réznic miedzy tymi populacjami S. aureus. Jednym
z mozliwych wyjasnien tego zjawiska moga by¢ réznice w budowie $ciany komdrkowej szczepéw
MRSA i MSSA opisywane przez prof. Fourniera z Paryza (Fournier i wsp., 1989), ktéry wykazuje
istnienie otoczki polisacharydowej na powierzchni komérek MRSA. Obecnos¢ takiej otoczki
mogtaby wptywaé na stopiern oddzialywania fotouczulacza ze $ciang komdrkowa
drobnoustrojéw i zmniejsza¢ efekt fototoksyczny produkowanych w wyniku reakcji
fotodynamicznej reaktywnych form tlenu. Kolejnym mozliwym wyjasnieniem opisywanego
zjawiska mogtyby by¢ réznice w produkcji biofilmu migdzy szczepami MRSA i MSSA. Wiadomym
jest, ze poziom produkcji biofilmu wptywa na skutecznos¢ PDI. Niemniej, w badanych
populacjach szczepéw MRSA i MSSA, rozktad silnych i stabych producentéw biofilmu byt niemal
identyczny.
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Gtéwne osiggniecia poznawcze
Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy umozliwity:

e potwierdzenie hipotezy o niezaleznosci skutecznosci fotoinaktywacji od stopnia
lekoopornosci drobnoustrojéw oraz mechanizmdéw opornosci antybiotykowej,

e wykazanie istnienia réznic innych niz lekowrazliwos¢ miedzy populacjami szczepéw
MRSA i MSSA gronkowca ztocistego,

e wykazanie, ze szczepy wielolekooporne S. aureus (MRSA) charakteryzujg sig statystycznie
istotng rdznicg w odpowiedzi na PDI w stosunku do szczepow MSSA.

Publikacja 6: M. Grinholc, J. Nakonieczna, G. Fila, A. Taraszkiewicz, A. Kawiak, G. Szewczyk,
T. Sarna, L. Lilge, K.P. Bielawski. Antimicrobial Photodynamic Therapy with Fulleropyrrolidine:
Photoinactivation Mechanism of Staphylococcus Aureus, In vitro and In vivo Studies. Applied
Microbiology and Biotechnology, 2015; 99(9): 4031-4043

W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczgce biofizycznej charakterystyki wysoce
efektywnego zwigzku fotouczulajacego, jednokationowej pochodnej fuleropirolidyny oraz
mechanizmu jej dziatania w reakcji fotodynamicznej. Doswiadczenia byty prowadzone w ramach
kierowanego przeze mnie projektu ,Nanobiotechnologia jako innowacyjne podejscie w leczeniu
zakazerh ran oparzeniowych” (grant NCBIR, Lider nr LIDER/32/36/L-2/10/NCBiR/2011)
realizowanego w latach 2011-2015.

Istnienie fenotypdow drobnoustrojow o podwyzszonej opornosci na fotoinaktywacje
wymusza poszukiwanie nowych zwigzkéw fotouczulajacych, odznaczajacych sie wysoka
skutecznoscig bakteriobdjcza. Uwaga badaczy skupia sie na réinych grupach zwigzkéw
chemicznych, w tym na kationowych pochodnych fulerenu Cg, ktére charakteryzuja sie wieloma
cechami skutecznych fotouczulaczy. W prezentowanej pracy podjeto probe syntezy
jednokationowej pochodnej fulerenu Cg, N-metylo-fuleropirolidyny. Zwigzek ten
scharakteryzowano pod katem cech fizykochemicznych oraz oznaczono podstawowy
mechanizm dziatania reakcji fotodynamicznej z jego udziatem. Ponadto, w ramach badan in vitro
i in vivo, wykorzystujac mysi model rany zakazonej szczepem MRSA S. aureus, wykazano wysoka
aktywno$é fototoksyczng badanego zwigzku wobec mikroorganizméw Gram-dodatnich.

Charakterystyka biofizyczna badanego zwigzku wykazata, ze w roztworach wodnych
prowadzi on do produkcji reaktywnych form tlenu, z niewielka iloscig tlenu singletowego.
Obserwacja taka jest zgodna z badaniami prof. Yamakoshi z Tokio wykazujacymi, ze wzbudzone
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dwiattem pochodne fulerenu generujg reaktywne formy tlenu charakterystyczne dla
mechanizmu reakcji fotodynamicznej typu | (Yamakoshi i wsp., 2003). Z drugiej strony, badania
dr Pawta Mroza (Mroz i wsp., 2007) wykazaty, ze jednokationowe pochodne fulerenu moga
prowadzi¢ do produkcji zaréwno reaktywnych form tlenu charakterystycznych dla reakcji typu
I jak i rodnikéw odpowiedzialnych za efekt cytotoksyczny w mechanizmie typu Il. Rozbieznos¢ ta
wynika z uzycia réznych rozpuszczalnikdw w badaniach biofizycznych. Badany przez nas zwigzek
w rozpuszczalnikach polarnych oraz w micelach tworzacych zaréwno srodowisko hydrofilowe jak
i hydrofobowe wykazywat znaczng produkcje tlenu singletowego, poréwnywalng z réiem
Bengalskim, ktéry jest jednym z silniejszych generatoréw tlenu singletowego w reakcji
fotodynamicznej. Zaktadajgc, ze badany fotouczulacz wywiera efekt fototoksyczny gtownie
poprzez oddzialywanie z ostonami komdrkowymi S. aureus, mozemy stwierdzi¢, ze w tym
mikro$rodowisku komorki prowadzi on gtownie do produkgcji tlenu singletowego. Niemniej, na
podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna wykluczy¢ powstawania innych reaktywnych form
tlenu charakterystycznych dla mechanizmu typu |.

Generalnie, kationowe pochodne fulerenu odznaczajg sie wysokim poziomem
toksycznosci, z wytaczeniem jednokationowych pochodnych fulerenu Cg. W przypadku
badanego zwigzku wykazano typowy poziom zaleznej od Swiatta toksycznosci oraz niski poziom
cytotoksycznosci, bez udziatu $wiatta, wobec komdrek bakteryjnych i eukariotycznych.

W prezentowanej pracy po raz pierwszy opisano mechanizm dziatania jednokationowych
pochodnych fulerenu Cg. Generalnie zaktada sie, ze podstawowym celem komoérkowym
inaktywacji fotodynamicznej sa ostony komaérkowe, w ktérych, poprzez produkcje reaktywnych
form tlenu, indukowane sg zmiany prowadzace do wycieku istotnych sktadnikdw komérkowych
z wnetrza bakterii, utraty integralnosci btony komédrkowej oraz Smierci komoérki. W przypadku
przeciwbakteryjnej inaktywacji fotodynamicznej nie wykazano dotad, Ze jednokationowe
pochodne fulerenu indukujg uszkodzenia btony komdrkowej. Wyniki opisywane po raz pierwszy
w prezentowanej pracy dowodzg, ze badany fotouczulacz z pewnodcig prowadzi do zmian
strukturalnych w bfonie komdrkowej S. aureus, jako ze obserwowana jest istotna redukcja
integralnoéci oston komédrkowych. Sugeruje to, ze btona komoérkowa jest de facto
pierwszorzednym celem komdrkowym inaktywacji fotodynamicznej z uzyciem fuleropirolidyny
i odgrywa istotng role w indukowaniu $mierci komoérek S. aureus.

Pierwszym opisywanym biologicznym zastosowaniem fotowzbudzonych fulerendw byta
indukcja ciecia nici DNA pod wptywem $wiatta (lkeda i wsp., 2007). Iwamoto i wsp. réwniez
zaobserwowali ciecie nici DNA pod wptywem dziatania funkcjonalizowanych czgsteczek fulerenu
Ceo (lwamoto and Yamakoshi, 2006). Taka aktywno$¢ pochodnych fulerenu moze prowadzic,
pod wptywem fotowzbudzenia, do uszkodzenia materiatu genetycznego zaréwno w komorkach
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pro- jak i eukariotycznych. W istocie, w badaniach zespotu prof. Sera z Japonii wykazano,

ze wzbudzone $wiattem pochodne fulerenu wykazujg aktywno$¢ mutagenng wobec komérek
Salmonella TA102, TA104 i YG3003, ktére stanowig wazny element badan nad mutagennoscig
zwigzkow (Sera i wsp., 1996). Badany w niniejszej pracy fotouczulacz wykazat brak produkgji
tlenu singletowego w rozpuszczalnikach polarnych, co ttumaczy brak lub nizszy od poziomu
wykrywania stopiet uszkodzenia materiatu genetycznego. Uzyskane wyniki nie wykazaty
indukowania uszkodzern materiatu genetycznego pod wptywem dziatania fuleropirolidyny,
co sugeruje, ze zwigzek ten nie powinien wywiera¢ zadnego efektu mutagennego w stosunku do

komorek drobnoustrojéw oraz komédrek gospodarza.

Ponadto, w prezentowanej pracy opisano badania in vivo wykorzystujgce mysi model

rany zakazonej bioluminescencyjnym szczepem MRSA, ktory jest zmodyfikowang genetycznie
pochodng szczepu ATCC 33591. W opisanym modelu, zakazong MRSA rane traktowano
fuleropirolidyng, a nastepnie poddano dziataniu Swiatta prowadzacego do wzbudzenia
badanego zwigzku. W okreslonych odstepach czasu monitorowano obcigzenie rany
drobnoustrojami, poprzez pomiar sygnatu bioluminescencyjnego. Uzyskane wyniki potwierdzity
skuteczno$¢ badanego zwigzku w fotoinaktywacji S. aureus. Traktowanie ran zakazonych

inaktywacjg fotodynamiczng pozwolito zredukowac liczbe bakterii i znacznie spowolni¢ proces

rozwoju zakazenia umozliwiajac efektywne dziatanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza.

Niemniej, uzyskane wyniki wykazaty, ze efekt terapeutyczny inaktywacji fotodynamicznej

z uzyciem badanego zwigzku ma charakter przejsciowy i nie eliminuje rozwoju zakazenia

w pigtym dniu od traktowania zakazonej rany inaktywacjg fotodynamiczng. Uzyskane wyniki
dowodzg, ze badany fotouczulacz odznacza sie wysokim potencjatem w walce z zakazeniami
gronkowcowymi, niemniej konieczna jest dalsza modyfikacja chemiczna badanego zwigzku
w celu identyfikacji pochodnej fulerenu Cgy charakteryzujgcej sie zwiekszong aktywnoscig
bakteriobdjcza.

Gtowne osiggniecia poznawcze

Podsumowujgc, wyniki uzyskane w tej pracy umozliwity:

biofizyczng charakterystyke, wysoce efektywnej w warunkach in vitro, kationowej
pochodnej fulerenu Cg,

wykazanie bezpieczeristwa i niskiej toksycznosci badanego zwigzku wobec ludzkich
komorek skory, tj. keratynocytow,

identyfikacje podstawowego mechanizmu dziatania jednokationowej pochodnej
fulerenu; zwigzek ten wywiera efekt fototoksyczny gtéwnie poprzez indukcje uszkodzen
btony komérkowej,
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e wykazanie braku uszkodzed materiatu genetycznego indukowanych dziataniem
badanego zwiazku pod wptywem Swiatta, co sugeruje niska mutagennos$¢ analizowanego
fotouczulacza,

e wykazanie w badaniach in vivo istotnego potencjatu fuleropirolidyny w walce
z zakazeniami gronkowcowymi.

Publikacja 7: M. Grinholc, A. Rodziewicz, K. Forys, A. Rapacka-Zdonczyk, A. Kawiak,
A. Domachowska, G. Golunski, Ch. Wolz, L. Mesak, K. Becker, K.P. Bielawski. Fine-tuning recA
expression in Staphylococcus aureus for antimicrobial photoinactivation: importance of
photo-induced DNA damage in the photoinactivation mechanism. Applied Microbiology and
Biotechnology, 2015; 99(21): 9161-76

W pracy przedstawiono wyniki badan, ktére doprowadzity do okreslenia istotnej roli
indukowanych reakcjg fotodynamiczng uszkodzen materiatu genetycznego w mechanizmie
émierci drobnoustrojéw. Dos$wiadczenia byly prowadzone w ramach kierowanego przeze mnie
projektu ,Nanobiotechnologia jako innowacyjne podejscie w leczeniu zakazenn ran
oparzeniowych” (grant NCBIR, Lider nr LIDER/32/36/L-2/10/NCBiR/2011) realizowanego
w latach 2011-2015. Cze$¢ finansowania pozyskano z grantu UG nr 538-MO036-B430-14
kierowanego przez mgr Aleksandre Rapackg-Zdoriczyk, ktérej jestem promotorem pomocniczym
w otwartym przewodzie doktorskim.

Powszechnie przyjmuje sie, ze uszkodzenia materiatu genetycznego w procesie
fotoinaktywacji pojawiajg sie w traktowanych letalnie komdrkach drobnoustrojow. Wiele
doniesien literaturowych opisuje fotoindukowane uszkodzenia materiatu genetycznego
w warunkach redukujacych liczbe bakterii o ponad 3 jednostki w skali logio. Stad, rola DNA, jako
celu komérkowego w reakgji fotodynamicznej, jest pomijana na rzecz biatek budujacych btone
komoérkowa drobnoustrojow, ktdre w dalszym ciggu uznawane s3 za pierwszorzedny cel
fotoinaktywacji. W prezentowanej pracy podjeto prébe okreslenia faktycznego udziatu
uszkodzer DNA w mechanizmie fotoindukowanej $mierci drobnoustrojow.

Uzyskane wyniki jasno dowodza, ze do uszkodzeh materiatu genetycznego dochodzi
réwniez u bakterii traktowanych fotoinaktywacja w dawkach sub-letalnych, w ktérych redukcja
liczby bakterii nie przekracza 1 — 2 logo. Ponadto wykazano, ze uszkodzenia DNA indukowane s3
w reakcji fotodynamicznej bez naruszenia ciagtosci i integralnosci btony komoérkowej
drobnoustrojow, sugerujac, ze poprzez aktywacje mechanizméw naprawy DNA, bakteria moze
wyeliminowaé powstate uszkodzenia materiatu genetycznego i unikngé S$mierci komorki.
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W przypadku fuleropirolidyny, opisywanej w poprzedniej publikacji, nie zaobserwowano
powstawania uszkodzerh materiafu genetycznego. Efekt ten najprawdopodobniej wynika
z niskiej penetracji fotouczulacza do wnetrza komorki bakteryjnej, jako ze w wyniku jego
dziatania obserwuje sie wysoki stopier uszkodzenia osfon komérkowych i naruszenie
integralnosci btony komérkowej. Dal pozostatych badanych zwigzkéw fotouczulajgcych tj. roz
bengalski, nowy btekit metylenowy, ftalocyjanina cynkowa, kationowa pochodna protoporfiryny
oraz porfiryny endogenne, wykazano indukowanie uszkodzerh materiatu genetycznego S. aureus
w wyniku reakcji fotodynamicznej.

W prezentowanej pracy podjeto prébe oceny istotnosci fotowzbudzonych uszkodzen
materiatu genetycznego w procesie fotoinaktywacji, poprzez analize odpowiedzi SOS u S. aureus
na pojawiajace sie uszkodzenia nici DNA. Uzyskane wyniki dowodza, ze redukujgc poziom
ekspresji genu recA, albo prowadzac do jego uszkodzenia, mozna w znaczny sposob zwiekszy¢
efekt bakteriobdjczy fotoinaktywacji. Sugeruje to, ze inaktywacja fotodynamiczna indukuje
powstawanie istotnych uszkodzeri materiatu genetycznego, ktére w sytuacji zablokowanej
odpowiedzi systeméw naprawy DNA, sa wystarczajacym czynnikiem prowadzacym do $mierci
komérki. Co wiecej wykazano, ze w wyniku fotowzbudzonych uszkodzern DNA dochodzi do
zwiekszenia ekspresji genu recA oraz podwyZiszenia poziomu biatka RecA w komdrkach
drobnoustrojow. Badajac odpowiedz SOS u S. aureus wykazano, ze aktywnos¢ jedynie biatka
RecA, a nie LexA, jest niezbedna w odpowiedzi bakterii na inaktywacje fotodynamiczna.
Potwierdzono to badajac czestotliwo$¢é mutacji u S. aureus, ktora w wyniku fotoinaktywacji
pozostaje niezmienna na skutek braku ekspresji umuC kontrolowane]j aktywnoscig biatka LexA.
Obserwowanych zjawisk ponownie nie odnotowano dla bakterii traktowanych fuleropirolidyna.
Uzyskane wyniki majg istotng warto$¢ kliniczna. Sugerujg one, ze poprzez uzycie czynnikdw
prowadzgcych do zmniejszonej ekspresji recA, np. nowobiocyny, mozna zwiekszy¢ efektywno$c
bakteriobdjcza fotoinaktywacji zaréwno w przypadku endo- jak i egzogennych fotouczulaczy.

Mutacje odgrywaja wazng role w rozwoju i nabywaniu mechanizméw opornosci
antybiotykowej przez S. aureus i inne gronkowce. Pojedyncze mutacje mogg skutkowac
istotnym poziomem opornosci na rozne rodzaje chemioterapeutykéw takich jak rifampicyna,
mupirocyna, kwas fusydowy, czy fluorochinolony. Ponadto, akumulacja mutacji w wielu foci
moze prowadzi¢ do opornosci na glikopeptydy. W zwigzku z powyzszym, identyfikacja kazdego
czynnika skutkujgcego podwyzszeniem czestotliwoéci mutacji ma ogromne znaczenie. Tym
samym, waznym celem prezentowanych badan byto stwierdzenie czy inaktywacja
fotodynamiczna moze prowadzi¢ do zmian w czestotliwoéci mutacji i rozwoju Opornosci
antybiotykowej. Uzyskane wyniki dowodza, ze mimo powstajgcych w  wyniku reakcji
fotodynamicznej uszkodzeri DNA i aktywacji biatka RecA, inaktywacja fotodynamiczna nie
prowadzi do zwiekszonej czestotliwoéci mutacji u S. aureus. Najprawdopodobniej jest to
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wynikiem braku ekspresji umuC, ktéry stanowi element péinej odpowiedzi SOS. Podobnie,
wykorzystujgc test Amesa ze szczepem Salmonella Typhimurium TA98, wykazano, ze badane
zwigzki fotouczulajgce i warunki reakcji fotodynamicznej, nie maja aktywnosci mutagennej. Jest
to pierwsze doniesienie opisujgce tego typu zjawiska w reakcji fotodynamicznej
drobnoustrojow.

Gfowne osiggniecia poznawcze
Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy umozliwity:

e okreélenie istotnej roli uszkodzen DNA w mechanizmie fotoindukowanej Smierci
drobnoustrojow,

e wykazanie, ze w przypadku aktywnosci systemow naprawczych w komdrkach bakterii,
drobnoustroje sg w stanie wyeliminowa¢ powstate uszkodzenia materiatu genetycznego
i uniknac¢ smierci,

e wykazanie, ze efekt bakteriobdjczy fotoinaktywacji zalezy od aktywnosci biatka RecA,

e wykazanie, ze stosujgc czynniki hamujgce ekspresje genu recA, mozna znacznie
zwiekszyé aktywno$¢ bakteriobdjczg inaktywacji fotodynamicznej; podejscie to moze
stanowié alternatywng strategie w walce z fenotypami drobnoustrojéow wykazujgcymi
podwyziszong opornosé na PDI.

PODSUMOWANIE

Podsumowujgc, w ramach osiggniecia naukowego opracowano strategie walki
ze zjawiskiem szczepowo-zaleznej odpowiedzi drobnoustrojéw na inaktywacje fotodynamiczna.
Proponowane podejscie prowadzi do uzyskania bakteriobdjczego efektu fotoinaktywaciji
wzgledem  drobnoustrojow  wykazujacych  podwyiszong oporno$¢ na inaktywacje
fotodynamiczng (PDI).

Opracowana strategia zaktada:

1) Identyfikacje drobnoustrojow o podwyzszonej opornosci na inaktywacje fotodynamiczng
w oparciu o:

a) badanie genotypu mikroorganizmow,
i. w przypadku S. aureus oznaczenie kompleksu klonalnego (CC) lub
polimorfizmu genu spa
b) badanie polimorfizmu locus agr,
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c) badanie in vitro dotyczace skutecznosci PDI wykorzystujacej zwigzki
fotouczulajace z réznych grup chemicznych,

i.  wramach opracowanej strategii proponuje sie uzycie fotouczulaczy z grup
fenotiazyn (np. nowy bfekit metylenowy, NMB), ftalocyjanin (np.
ftalocyjanina cynkowa, ZnPc), porfiryn (np. 5,10,15,20-tetrakis(4-N-
metylopirydylo)-porfiryna, TMPyP), pochodnych fulerenu Cgs (np.
fuleropirolidyna) oraz rézu Bengalskiego.

2) Zastosowanie bardziej rygorystycznych protokotow inaktywacji fotodynamicznej takich jak:

a) wyzsze stezenie fotouczulacza,

b) zwiekszona gestos¢ mocy napromieniowania,

c) wykorzystanie mieszaniny zwigzkéw fotouczulajgcych,

d) sekwencyjne uzycie fotoinaktywacji i nanoczastek srebra,

e) wykorzystanie czynnikdw hamujacych ekspresje genu recA; np. aminokumaryn
takich jak nowobiocyna.

Opracowana strategia umozliwia eradykacje drobnoustrojow o podwyiszonej opornosci ha
fotoinaktywacje.

Wyniki przedstawione w publikacjach wchodzacych w skfad osiggnigcia naukowego
stanowig nie tylko istotny wktad w wiedze o mechanizmach inaktywacji fotodynamicznej
drobnoustrojéw, lecz otwierajg takze perspektywy nowych badar dotyczacych strategii walki
z fenotypami drobnoustrojow wykazujagcymi podwyzszong opornos¢ na fotoinaktywacije.
Uzyskane wyniki spotkaty sie z zainteresowaniem spotecznosci naukowej, czego wyrazem jest
~ich cytowanie w pracach innych badaczy oraz fakt otrzymania przeze mnie zaproszenia do
wygtoszenia wyktadu plenarnego na temat mechanizméw fotoinaktywacji wykorzystujgcej
fotouczulacze z grup porfiryn i ftalocyjanin — podczas ,International Conference on Porphyrins
and Phthalocyanines (ICPP)”, Nankin, Chiny, 3-8 lipca 2016 roku.

Realizacja niniejszego osiggniecia nie bytaby mozliwa bez wykorzystania zaréwno
klasycznych jak i najnowszych metod z zakresu biochemii i biologii molekularnej. Wymagato to
ode mnie zorganizowania pracy zespotu zajmujgcego sie przeciwbakteryjng inaktywacja
fotodynamiczng — jako pierwszy wprowadzitem te tematyke do Katedry Biotechnologii
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed — oraz nawigzania szeregu wspoétprac
z o$rodkami krajowymi i zagranicznymi. Nalezy tutaj podkresli¢, ze zdecydowana wiekszos¢
przedstawionych wynikéw zostata uzyskana w Zaktadzie Diagnostyki Molekularnej Katedry
Biotechnologii MWB UG i GUMed, w ktérym jestem zatrudniony od pazdziernika 2009 r.
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PLANY NAUKOWE

W nadchodzacych latach planuje realizacje projektéow badawczych dotyczacych nastepujacych
zagadnien:

o okreélenie potencjatu inaktywacji fotodynamicznej w eradykacji nosicielstwa
Streptococcus agalactioe w drogach rodnych oraz wyznaczenie takich parametrow
reakcji fotodynamicznej, ktére charakteryzowatyby sie duzym bezpieczeristwem wobec
komorek gospodarza oraz nie naruszaty istniejacej flory fizjologicznej pochwy. Badania te
beda miaty na celu opracowanie alternatywnej w stosunku do antybiotykoterapii metody
profilaktyki okotoporodowych zakazer noworodkéw,

o identyfikacja oddziatywari (synergistycznych, addytywnych oraz antagonistycznych)
inaktywacji fotodynamicznej z rutynowo stosowanymi chemioterapeutykami oraz
poznanie mechanizméw lezacych u podstaw wzajemnych oddziatywan. Badania te beda
miaty na celu poznanie potencjatu inaktywacji fotodynamicznej w komplementacji
istniejacych opcji terapeutycznych zakazen bakteryjnych oraz spowolnienie tempa
narastania lekoopornosci wsrdd drobnoustrojéw stanowigcych najwazniejsze czynniki
etiologiczne zakazen,

e identyfikacja molekularna procesdow zachodzacych zaréwno w  komdrkach
prokariotycznych jak i eukariotycznych pod wptywem reakcji fotodynamicznej oraz
ocena potencjatu genotoksycznego fotoinaktywacji. Badania te bedg miaty na celu
poznanie procesdow zachodzacych w komodrkach traktowanych inaktywacja
fotodynamiczng oraz identyfikacje celéw komdrkowych fotoinaktywacji, co bedzie
pomocne w projektowaniu skutecznych protokotéw inaktywacji drobnoustrojow.

5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.
Osiggniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora.

Urodzitem sie 16 czerwca 1980 roku w Gdyni. W latach 1995 — 1999 uczeszczatem do
Salezjanskiego Liceum Ogodlnoksztatcacego w Rumii, a nastepnie podjatem studia na
Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii, ktére ukoriczytem z wyrdéznieniem w 2004 roku.
Swoja prace naukowg rozpoczatem realizujgc projekt badawczy pod opieka dr Julianny Kurlendy,
Kierownika Zaktadu Bakteriologii Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego w Gdarsku.
Przeprowadzone w tych latach badania dotyczyly zakazen szpitalnych wywotanych
metycylinoopornymi szczepami Staphylococcus aureus. Tre$¢ tych badan byta podstawa mojej
pracy magisterskiej wykonywanej w Katedrze Biotechnologii Miedzyuczelnianego Wydziatu
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Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Wyniki tych
prac opublikowano w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:

e M. Grinholc, G. Wegrzyn, J. Kurlenda. Evaluation of biofilm production and prevalence of
the icaD gene in methicillin resistant and methicillin-sensitive Staphylococcus aureus
strains isolated from patients with nosocomial infections and carriers. FEMS Immunology
and Medical Microbiology, 2007 Aug; 50(3): 375-9 '

e ). Kurlenda, M. Grinholc, K. Jasek, G. Wegrzyn. RAPD typing of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus: a 7-year experience in a Polish hospital. Medical Science
Monitor, 2007; 13(6): MT13-18

e J. Kurlenda, M. Grinholc, G. Wegrzyn. Presence of cna, emp and pls genes and
pathogenicity of methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 2008; 24: 591-94

Po ukoriczeniu pracy magisterskiej, w roku 2004 rozpoczatem realizacje kolejnego
projektu naukowego kontynuujagc badania dotyczace metycylinoopornych szczepéw
Staphylococcus aureus w ramach Studium Doktoranckiego na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdaniskiego pod bezposrednig opiekg pani Prof. dr hab. Anny Jadwigi Podhajskiej. Badania
przeprowadzatem we wspotpracy z prof. Alfredg Graczyk z Wojskowej Akademii Technicznej
w Warszawie oraz prof. Janing Legendziewicz z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego
i skoncentrowatem sie na badaniu terapii fotodynamicznej jako alternatywnej metodzie walki
z tymi wielolekoopornymi patogenami cztowieka. Badania te stanowity cze$¢ mojej rozprawy
doktorskiej, obronionej z wyrdznieniem, wykonywanej w Zaktadzie Diagnostyki Molekularnej
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii. Wyniki tych prac zostaty opublikowane
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym oraz prezentowane na kilku konferencjach
krajowych i zagranicznych:

e M. Grinholc, B. Szramka, K. Olender, A. Graczyk. Bactericidal effect of photodynamic
therapy against methicillin-resistant Staphylococcus aureus strain with the use of various
porphyrin photosensitizers. Acta Biochimica Polonica, 2007; 54(3): 665-70

e M. Grinholc, B. Szramka, J. Kurlenda, A. Graczyk, K.P. Bielawski. Bactericidal effect of
photodynamic inactivation against MRSA and MSSA is strain-dependent. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology, 2008; 90(1): 57-63 ‘

e M. Grinholc, A. Kawiak, J. Kurlenda, A. Graczyk, K.P. Bielawski. Photodynamic effect of
protoporphyrin diarginate (PPArg,) on methicillin-resistant Staphylococcus aureus and
human dermal fibroblasts. Acta Biochimica Polonica, 2008; 55(1): 85-90
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e A. Jurczak, B. Szramka, M. Grinholc, J. Legendziewicz, K.P. Bielawski. Photodynamic
effect of lanthanide derivatives of meso-Tetra(N-methyl-4-pyridyl)porphine against
Staphylococcus aureus. Acta Biochimica Polonica, 2008; 55: 581-5

Bedac w statej wspdtpracy z dr Julianng Kurlenda, niezaleznie od projektu pracy
doktorskiej, uczestniczytem w badaniach dotyczgcych wszelkiego rodzaju zakazen szpitalnych.
Wyniki zakonczonych projektéw zostaty opublikowane w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym:

e J. Kurlenda, M. Grinholc, J. Krzyszton-Russjan, K. Wisniewska. Epidemiological
Investigation of nosocomial outbreak of staphylococcal skin diseases in neonatal ward.
Antonie Van Leeuwenhoek, 2009; 95: 387-94

e J. Kurlenda, A. Kaminska-Pabich, M. Grinholc. Neonatal intrauterine infection with
Neisseria meningitidis B. Clinical Pediatrics, 2010; 49(4): 388-90

Prowadzone przeze mnie badania doprowadzity ponadto do opisania po raz pierwszy
zjawiska szczepowo-zaleinej odpowiedzi komérek bakteryjnych na inaktywacje
fotodynamiczna. Dzieki uzyskanym wynikom udowodnitem, ze w obrebie tego samego gatunku,
efektywnosé fotoinaktywacji moze réznic¢ sie w sposob znaczacy, od szczepdw wysoce opornych
do szczepow bardzo podatnych na inaktywacje fotodynamiczng. W zwigzku z powyiszym,
bardzo istotng tematykg moich badan naukowych oraz prowadzonych prac jest poszukiwanie
i proba wyjasnienia mechanizmdéw lezacych u podstaw szczepowo-zalezinej wrazliwosci na
fotoinaktywacje. Identyfikacja takich mechanizméw moze przyczyni¢ sie do rozwoju strategii
prowadzgcej do zniesienia obserwowanej opornosci na inaktywacje fotodynamiczna.

Wiekszos¢ opisanych powyzej badann byta finansowana z grantu KBN ,Czynniki
sprzyjajgce rozwojowi zakazen gronkowcowych oraz terapia fotodynamiczna (PDT) jako
alternatywna metoda ich leczenia” (Nr N N401237034, realizowany w latach 2008-2010,
kierownik: prof. dr hab. Krzysztof Piotr Bielawski), ktérego bytem gtéwnym wykonawca.
Opublikowane prace zostaty wyrdinione w roku 2009 nagrodq zespotowg Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyiszego za osiggniecia naukowe i cykl publikacji dotyczacy zastosowania
nowoczesnych narzedzi biologii molekularnej w diagnozowaniu i terapii choréb zakainych,
nowotworowych i metabolicznych.
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Osiggniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora.

Obecnie, pojawiajgca sie i narastajgca wielolekoopornos¢ mikroorganizmdéw stanowi
ogromne zagrozenie dla zdrowia i zycia pacjentow zaréwno w Europie jak i na catym Swiecie.
Stad, tematyka moich badar naukowych skupiata sie gtéwnie wokét prac dotyczacych rozwoju
i powstania alternatywnych opcji terapeutycznych prowadzacych do zmniejszenia stosowania
antybiotykéw oraz zmniejszenia tempa narastania lekoopornosci. W swojej pracy
koncentrowatem sie gtédwnie na zakazeniach dermatologicznych, w tym na ranach
oparzeniowych, chronicznych i wrzodziejacych, ktore sg ciezkimi urazami. Moga prowadzi¢ one
réwniez do $mierci dotknietych nimi pacjentow. Powstanie efektywnych, szybko dziatajgcych
i tanich opcji terapeutycznych dla tego rodzaju ran przyniostoby ogromne korzysci zaréwno
w poprawie jakosci zycia pacjentéw jak i ze wzgledéw ekonomicznych.

Kolejnym innowacyjnym podejsciem moich badan jest poszukiwanie efektu
synergistycznego terapii fotodynamicznej ze stosowanymi rutynowo antybiotykami. W ramach
tego projektu wykazatem, ze takie podejscie znaczaco wzmacnia efekt bakteriobdjczy i ze
de facto istnieje oddziatywanie synergistyczne miedzy inaktywacja fotodynamiczna
a niektérymi antybiotykami rutynowo stosowanymi w leczeniu zakazen bakteryjnych. Efekt
ten prowadzi do catkowitej eradykacji drobnoustrojéw i zapobiega ponownemu wzrostowi
drobnoustrojow po 24 godzinach od traktowania.

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatem prace zwigzane z projektem KBN ,,Czynniki
sprzyjajgce rozwojowi zakazenn gronkowcowych oraz terapia fotodynamiczna (PDT) jako
alternatywna metoda ich leczenia” (Nr N N401237034). Celem naukowym przedstawianego
projektu  byto opracowanie optymalnych warunkéw inaktywacji fotodynamicznej
wielolekoopornych szczepdw Staphylococcus aureus przy uzyciu protoporfiryny IX oraz zbadanie
wptywu takich czynnikdw jak: polimorfizm genu globalnej regulacji agr, wtasciwosci
proteolityczne badanych szczepéw S. aureus, czy poziom wolnych rodnikéw produkowanych
w czasie reakcji fotodynamicznej na efektywnos¢ fotoinaktywacji. Gtéwnym celem tego projektu
byto poszukiwanie gendw majgcych zwigzek z opornoscia na terapie fotodynamiczna.
W omawianym projekcie petnitem role gtéwnego wykonawcy oraz pomystodawcy projektu.
Opracowatem caty metodyke i przeprowadzitem interpretacje wynikow. Uzyskane w projekcie
wyniki zostaty opublikowane w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:

e P. Nastaly, M. Grinholc. Molecular characteristics of Community Acquired Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus strains for clinical medicine. Archives of Microbiology,
2010; 192: 603-617

e M. Grinholc, J. Zawacka-Pankau, A. Gwizdek-Wisniewska, K.P. Bielawski. Evaluation of
the role of the pharmacological inhibition of S. aureus multidrug resistance pumps and
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the variable levels of the uptake of the sensitizer in the strain-dependent response of
S.aureus to PPArg;-based photodynamic inactivation. Photochemistry and
Photobiology, 2010; 86(5): 1118-1126

e J. Kurlenda, M. Grinholc. Current Diagnostic Tools for Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus Infections. Molecular Diagnosis and Therapy, 2010; 14: 73-80

e J. Kurlenda, M. Grinholc, P. Szweda. Lack of correlation between X region spa
polymorphism and virulence of methicillin resistant and methicillin sensitive
Staphylococcus aureus strains. Acta Biochimica Polonica, 2010; 57: 135-138

W kolejnych latach realizowatem badania dotyczace zwigzku polimorfizmu genu
globalnej regulacji (agr), chromosomalnej kasety gronkowcowej mec (SCCmec) oraz obecnosci
leukocydyny Panton-Valentine z zakazeniami gronkowcowymi oraz odpowiedzig Staphylococcus
aureus na fotoinaktywacje farmakologiczng (grant MNiSW nr N N405 165139). Cel projektu
skupiat sie na wptywie wybranych czynnikdw na efektywnos¢ fotoinaktywacji w stosunku do
S. aureus. Badaniu poddany zostat polimorfizm genu globalnej regulacji agr, oraz grupa
gronkowcowej kasety chromosomalnej (SCCmec). Na podstawie uzyskanych wynikéw
wyznaczono potencjalny marker genetyczny wyznaczajagcy wrazliwos¢ S. aureus wobec
fotoinaktywacji. W projekcie petnitem role kierownika projektu. Opracowatem metodyke
projektu i bytem jego pomystodawca. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w czasopismach
0 zasiegu miedzynarodowym:

e M. Grinholc, M. Richter, J. Nakonieczna, G. Fila, K.P. Bielawski. The connection between
agr and SCCmec elements of Staphylococcus aureus strains and their response to
photodynamic inactivation. Photomedicine and Laser Surgery, 2011; 29(6): 413-419

e J. Kurlenda, M. Grinholc. Alternative therapies in Staphylococcus aureus diseases. Acta
Biochimica Polonica, 2012; 59(2): 171-184

e J. Nakonieczna, M. Grinholc. Photodynamic inactivation requires innovative approach
concerning numerous bacterial isolates and multicomponent sensitizing agents.
Photodiagnosis and Photodynamic Therapy, 2012; 9: 359-361

W latach 2010-2013 bratem réwniez udziat w badaniach dotyczacych identyfikacji
czynnikéw warunkujgcych odpowiedz Staphylococcus aureus na farmakologiczng inaktywacje
z zastosowaniem zwigzkéw porfirynowych (grant MNiSW nr N N405164039). Celem projektu
byto poszukiwanie gendéw majgcych zwigzek z opornoscia na terapie fotodynamiczna.
W pierwszej kolejnosci analizie poddane zostaty geny enzyméw odpowiadajgcych za poziom
reaktywnych form tlenu i geny zwigzane z transportem hemu. Dodatkowo zbadano profil
biatkowy badanych szczepdéw S. aureus w poszukiwaniu zaleznosci z odpowiedzig na inaktywacje
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fotodynamiczng. W projekcie petnitem role wykonawcy. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane
W czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:

e J. Nakonieczna, E. Michta, M. Rybicka, M. Grinholc, A. Gwizdek-Wisniewska,
K.P. Bielawski. Superoxide dismutase is upregulated in Staphylococcus aureus following
protoporphyrin-mediated photodynamic inactivation and does not directly influence the
response to photodynamic treatment. BMC Microbiology, 2010; 10: 323

e Nakonieczna J., Kossakowska-Zwierucho M., Filipiak M., Hewelt-Belka W., Grinholc M.,
Bielawski K.P. Photoinactivation of Staphylococcus aureus using protoporphyrin IX: the
role of haem-regulated transporter. Applied Microbiology and Biotechnology, 2016;
100(3): 1393-405

Ponadto, w ramach projektu NCBiR ,Nanobiotechnologia jako innowacyjne podejscie
w leczeniu  zakazerr ran oparzeniowych” (grant nr LIDER/32/36/L-2/10/NCBiR/2011)
uczestniczytem w badaniach dotyczgcych charakterystyki nowych zwigzkdw wykazujacych
dziatanie fotouczulajgce oraz analizy aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktéw
roélinnych i nanoczastek srebra. Badania byty prowadzone w oparciu o patogeny alarmowe
tj. szczepy MRSA Staphylococcus aureus, wielolekooporne szczepy Pseudomonas aeruginosa
oraz Candida albicans. W projekcie petnitem role kierownika projektu. Uzyskane wyniki zostaty
opublikowane w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:

A. Taraszkiewicz, G. Fila, M. Grinholc, J. Nakonieczna. Innovative strategies to overcome

biofilm resistance. BioMed Research International, 2013; 2013: 150653

e A. Taraszkiewicz, M. Grinholc, K. P. Bielawski, A. Kawiak, J. Nakonieczna.
Imidazoacridinone derivatives as efficient sensitizers in  photoantimicrobial
chemotherapy. Applied and Environmental Microbiology, 2013; 79(12): 3692-3702

e M. Krychowiak, M. Grinholc, R. Banasiuk, M. Krauze-Baranowska, D. Gt6d, A. Kawiak,
A. Krélicka. Combination of silver nanoparticle and Drosera binata extract as a possible
alternative for antibiotic treatment of burn wound infections caused by resistant
Staphylococcus aureus. PLoS ONE, 2014; 9(12): e115727

e Dodatkowo, owocem w/w projektu jest uzyskanie patentu na rzecz Uniwersytetu

Gdanskiego nr 220370 na wynalazek pt. “Kompozycja farmaceutyczna oraz

dezynfekujgca zawierajgca pochodng imidazoakrydyny jako srodek fotouczulajgcy oraz

ich zastosowanie.” Poza mng, twdércami wynalazku s3: dr Aleksandra Taraszkiewicz,

dr Joanna Nakonieczna oraz prof. dr hab. Krzysztof Piotr Bielawski.

Opublikowane prace zostaty wyrdznione w latach 2011 i 2014 nagrodami zespotowymi
J.M. Rektora Uniwersytetu Gdarskiego za osiggniecia naukowe i cykl publikacji dotyczacy
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poszukiwania i opracowania nowych metod monitorowania i zwalczania lekoopornosci
mikroorganizmow.

Nalezy nadmienié, Zze nadal jest kontynuowana i rozwijana wspoétpraca naukowa
z zespotami z uniwersytetow w Toronto, Regensburgu, Tubingen i Nottingham oraz o$rodkami
krajowymi tj. Narodowy Instytut Lekdw, czy Wydziat Biochemii, Biofizyk i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Na moj dorobek naukowy, poza 7 pracami stanowigcymi opisane powyzej osiggnigcie
‘naukowe, sktada sie réwniez 19 prac oryginalnych, 5 prac przeglagdowych, 1 rozdziat w ksigzce,
1 udzielony patent oraz 24 doniesienia zjazdowe. Bratem udziat w realizacji 5 grantow
finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyiszego, Narodowe Centrum Nauki
i Narodowe Centrum Badar i Rozwoju, w tym kierowatem trzema z nich.

Badania z moim udziatem zostaty dwukrotnie wyrdznione nagrodami J.M. Uniwersytetu
Gdanskiego oraz nagrodg Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

6. Dane bibliometryczne.
taczna liczba publikacji: 32 (przed doktoratem 8, po doktoracie 24)

e Jestem pierwszym autorem w 12 pracach (przed doktoratem: 4; po doktoracie: 8).

e Jestem autorem do korespondencji w 18 pracach (przed doktoratem: 5; po doktoracie:
13).

e Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania czasopism, zgodnie z rokiem opublikowania:
64,734" (prace przed doktoratem: IF = 10,475; prace po doktoracie: IF = 54,259).

e Sumaryczna liczba punktéw MNiSW: 715 (prace przed doktoratem: MNiSW = 135; prace
po doktoracie: MNiSW = 580).

e Liczba cytowan (wg bazy Web of Science): 279 (prace przed doktoratem: 152; prace
po doktoracie: 127)

e Indeks Hirscha (wg bazy Web of Science): 10

taczna liczba streszczen zjazdowych: 24 (5 przed uzyskaniem stopnia doktora; 19 po uzyskaniu
stopnia doktora); 11 na konferencjach zagranicznych i 13 na konferencjach krajowych.

Liczba udzielonych patentéw: 1

! Dla prac opublikowanych w roku 2015 wykorzystano ostatnia dostepng w bazach wartos¢ IF 4
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Réwnolegle z dziatalnoscia naukowg prowadze rdéwniez dziatalno$¢ dydaktyczng,
komplementarng z moim profilem badawczym. Prowadze zajecia w formie wyktadéw i ¢wiczen
laboratoryjnych dla studentéw MWB UG i GUMed oraz na podyplomowych studiach Wydziatu
Biologii UG ,,Biologia sagdowa” (szczegdtowa lista w zataczniku nr 4). Jestem promotorem 4 prac
magisterskich, 8 projektéw badawczych (licencjackich), 3 prac dyplomowych oraz promotorem
pomocniczym w 2 przewodach doktorskich (zatacznik nr 4).

Gdarisk, dnia 2.9. 02-20AL ‘ Jy,(c,
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