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Streszczenie 

Obecność lekoopornych gatunków bakterii i infekcje przez nie wywołane są ogromnym 

zagrożeniem dla zdrowia publicznego. Zgodnie z danymi udostępnionymi w 2025 r. przez 

Światową Organizację Zdrowia (WHO, z ang. World Health Organization) oporność jest 

bezpośrednio związana z ponad milionem zgonów rocznie, natomiast pośrednio z prawie 

5 milionami. Stale poszukuje się nowych strategii terapeutycznych, pozwalających przezwyciężyć tę 

barierę. 

Obiecującą alternatywą dla obecnie dostępnych metod zwalczania infekcji bakteryjnych jest 

przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna (aPDT, z ang. antimicrobial PhotoDynamic Therapy). 

Jej ogromną zaletą jest brak możliwości wytworzenia przez bakterie oporności procesy prowadzące 

do śmierci komórki lub jej fotoinaktywacji. Jednakże na efektywność aPDT znaczący wpływ ma 

ilość substancji, jaka zostanie zakumulowana wewnątrz komórki bakteryjnej. 

Popularność zyskują również fotodynamiczne terapie kombinowane, które polegają 

na wykorzystaniu fotouczulacza (PS, z ang. PhotoSensitizer) w połączeniu z dodatkowymi związkami 

chemicznymi, np. inhibitorami pomp efflux (EPIs, z ang. Efflux Pump Inhibitors), antybiotykami lub 

cytostatykami. Takie podejście pozwala na uzyskanie efektu addytywnego, bądź synergistycznego, 

w porównaniu z efektami każdej terapii z osobna. Przyczynia się to również do zmniejszenia dawki 

leków i ograniczenia skutków ubocznych terapii. Połączenie PS z EPI może mieć realny wpływ na 

jeden z mechanizmów indukowania oporności i doprowadzić do zwiększenia 

wewnątrzkomórkowego stężenia substancji leczniczych.  

Ogromnym zainteresowaniem cieszą się EPIs pochodzenia naturalnego. W okresie ostatnich 

30 lat blisko 75% zatwierdzonych produktów antybakteryjnych było pochodzenia naturalnego. 

Wiele badań wskazuje, że takie substancje mogą odgrywać rolę EPI, przyczyniając się 

do wzmocnienia efektu zastosowanej terapii i do ponownego uwrażliwienia bakterii na substancje, 

na które wykazywały oporność.  

W niniejszej rozprawie podjęłam próbę opracowania alternatywnych, skojarzonych procedur 

terapeutycznych aPDT, opartych na związkach pochodzenia naturalnego, znajdujących 

zastosowanie zarówno w terapii aPDT, jak i w ograniczaniu rozwoju struktur bakteryjnych. 

Ponadto wykazałam, że cyfrowa holotomografia (DHT, ang. Digital HoloTomography) może być 

z powodzeniem stosowana jako ilościowa technika pomiarowa do monitorowania efektów 

indukowanych przez te substancje oraz terapie, w których są one wykorzystywane, na poziomie 

pojedynczych komórek bakteryjnych. Pracę doktorską stanowi cykl trzech publikacji. 
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W pierwszej przedstawiłam strategię łączenia dwóch odpowiednio dobranych PSs (Chlorin e6 

i Pheophorbide a) w celu zwiększenia ich wewnątrzkomórkowej akumulacji oraz uzyskania co 

najmniej addytywnego efektu terapeutycznego. Wykazałam, że kombinacja PSs o uzupełniających 

się właściwościach fizykochemicznych (anionowy Chlorin e6 i kationowy Pheophorbide a) 

prowadzi do zwiększonej akumulacji PSs wewnątrz komórek bakteryjnych (Escherichia coli) oraz 

wyższej efektywności terapii. Weryfikacja eksperymentalna z wykorzystaniem mikroskopii 

konfokalnej oraz technika ilościowego obrazowania fazy DHT potwierdziła, że skuteczność terapii 

kombinowanej (29,45%) przewyższa skuteczność monoterapii (13,77% w przypadku Chlorin e6 

i 16,15% w przypadku Pheophorbide a). Zaproponowane podejście stanowi innowacyjny kierunek 

rozwoju terapii fotodynamicznej i monitorowania jej skutków, wpisujący się w światowe trendy 

poszukiwania skutecznych strategii zwalczania zakażeń bakteryjnych. 

W drugiej publikacji skoncentrowałam się na zbadaniu wpływu EPI pochodzenia naturalnego 

(berberyna, palmatyna, piperyna, kurkumina, kapsaicyna i kumaryna) na rozwój populacji 

bakteryjnych (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis) i procesu formowania 

się struktur komórkowych. Wykazałam, że inhibicja aktywności pomp efflux prowadzi 

do zaburzenia mechanizmów odpowiedzialnych za rozwój hodowli bakteryjnej i tworzenie się 

struktur przestrzennych przez bakterie. Zastosowanie bioreaktora z odwróconym wirowaniem 

pozwoliło na ilościowy opis parametrów krzywej wzrostu hodowli. Szczególnie wyraźny efekt 

zaobserwowłam w przypadku komórek E. faecalis inkubowanych z berberyną, dla których średnia 

wartość maksymalnej szybkości wzrostu uległa redukcji o 53,8%. DHT umożliwiła ilościową, 

trójwymiarową analizę zmian współczynnika załamania światła (RI, z ang. Refractive Index), suchej 

masy skupisk bakteryjnych oraz objętości zajmowanej przez te struktury. Eksperymentalnie 

wykazałam, że zaproponowana procedura terapeutyczna prowadzi do ograniczenia dynamiki 

podziałów komórkowych, a w przypadku B. cereus do jej zahamowania, czemu towarzyszyło 

wydłużanie się komórek, charakterystyczne w przypadku indukowanych efektów stresujących. 

W przypadku bakterii B. cereus wykazałam, że wdrożona procedura terapeutyczna ograniczyła 

przyrost objętości struktur przestrzennych formowanych przez bakterie świadczący 

o spowolnieniu lub zahamowaniu dynamiki ich rozwoju. Oznacza to, iż zaproponowana procedura 

może przeciwdziałać kolonizacji powierzchni przez bakterie. 

W trzeciej publikacji skupiłam się na zastosowaniu naturalnych EPI w połączeniu z PS, 

co stanowi skuteczną strategię zwiększania efektywności aPDT. Badania przeprowadziłam 

na modelowych bakteriach: Gram-dodatniej: Bacillus cereus i Gram-ujemnej: Escherichia coli, 

koncentrując się na analizie wewnątrzkomórkowej akumulacji PS Chlorin e6. Wykorzystanie 

niskich stężeń wybranych EPIs (< 0,25 MIC) prowadziło do bardziej efektywnej akumulacji PS 
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wewnątrz komórek bakteryjnych, co potwierdziłam eksperymentalnie za pomocą mikroskopii 

konfokalnej i DHT. Zwiększona akumulacja PS przekładała się bezpośrednio na wyraźny wzrost 

skuteczności aPDT, umożliwiając potencjalną redukcję stężeń stosowanych związków aktywnych 

i ograniczenie niepożądanych skutków terapii. W przypadku Bacillus cereus połączenie piperyny 

z Chlorin e6 prowadziło do wzrostu skuteczności terapii o 273,90%, a w przypadku Escherichia coli 

zastosowanie berberyny w kombinacji z Chlorin e6 skutkowało zwiększeniem efektu 

terapeutycznego o 227,72% w porównaniu z terapią opartą wyłącznie na PS. Przeprowadzone 

badania jednoznacznie wskazują, że włączenie EPI do schematów leczenia przeciwbakteryjnego 

umożliwia osiągnięcie lepszych efektów terapeutycznych. 

Opublikowane wyniki przeprowadzonych badań potwierdzają, że nadrzędny cel rozprawy 

doktorskiej został zrealizowany. Wskazano alternatywne, kombinowane terapie antybakteryjne 

oparte na EPI pochodzenia naturalnego, znajdujące zastosowanie zarówno w terapii aPDT, jak 

i w ograniczaniu rozwoju struktur bakteryjnych. Ponadto w trakcie prowadzonych prac 

badawczych zaproponowano całkiem nowe, bezznacznikowe i nieniszczące procedury pomiarowe, 

oparte na ilościowym obrazowaniu fazy – DHT, które mogą stanowić alternatywę dla obecnie 

stosowanych klasycznych technik mikrobiologicznych. Warto również podkreślić, że powszechne 

wdrożenie zaproponowanych procedur terapeutycznych może przyczynić się do ograniczenia 

kolonizacji powierzchni przez bakterie, zahamowania ich rozwoju, fotoinaktywacji lub też 

ograniczenia lekooporności nie tylko w praktyce klinicznej, ale również w przemyśle spożywczym 

i kosmetycznym. 
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Abstract 

The presence of drug-resistant bacterial species and the infections caused by them constitute 

a serious threat to public health. According to data released in 2025 by the World Health 

Organization (WHO), antimicrobial resistance is directly associated with over a million deaths 

annually and indirectly with nearly 5 million deaths. New therapeutic strategies that enable 

overcoming this barrier are continuously being sought. 

A promising alternative to currently available methods for combating bacterial infections is 

antimicrobial photodynamic therapy (aPDT). Its major advantage is the inability of bacteria 

to develop resistance to the processes leading to cell death or photoinactivation. However, the 

effectiveness of aPDT is significantly influenced by the amount of substance that accumulates 

inside the bacterial cell. 

Combined photodynamic therapies are also gaining popularity; these involve the use of 

a photosensitizer (PS) in combination with additional chemical compounds, such as efflux pump 

inhibitors (EPIs), antibiotics, or cytostatics. This approach allows for obtaining an additive 

or synergistic effect compared to the effects of each therapy applied separately. It also contributes 

to a reduction in drug dosage and limitation of side effects. The combination of a PS with an EPI 

may have a real impact on one of the mechanisms inducing resistance and lead to an increase in the 

intracellular concentration of therapeutic substances. 

Natural EPIs have attracted considerable interest. Over the last 30 years, nearly 75% 

of approved antibacterial products have been of natural origin. Numerous studies indicate that 

such substances may play the role of EPIs, contributing to enhancement of the applied therapy 

and to the resensitization of bacteria to substances to which they exhibited resistance. 

In this dissertation, I aimed to develop alternative, combined aPDT therapeutic procedures 

based on compounds of natural origin, applicable both in aPDT therapy and in limiting the 

development of bacterial structures. Moreover, I demonstrated that digital holotomography (DHT) 

can be successfully applied as a quantitative measurement technique to monitor the effects induced 

by these substances and by the therapies in which they are used, at the level of individual bacterial 

cells. The doctoral dissertation consists of a cycle of three publications. 

In the first, I presented a strategy for combining two appropriately selected PSs (Chlorin e6 

and Pheophorbide a) in order to increase their intracellular accumulation and to obtain at least an 

additive therapeutic effect. I demonstrated that a combination of PSs with complementary 

physicochemical properties (anionic Chlorin e6 and cationic Pheophorbide a) leads to increased 

accumulation of PSs inside bacterial cells (Escherichia coli) and higher therapeutic efficiency. 
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Experimental verification using confocal microscopy and the quantitative phase imaging technique 

DHT confirmed that the effectiveness of the combined therapy (29.45%) exceeded the 

effectiveness of monotherapy (13.77% in the case of Chlorin e6 and 16.15% in the case 

of Pheophorbide a). The proposed approach constitutes an innovative direction in the 

development of photodynamic therapy and monitoring of its effects, fitting into global trends in 

the search for effective strategies to combat bacterial infections. 

In the second publication, I focused on investigating the influence of natural EPIs (berberine, 

palmatine, piperine, curcumin, capsaicin, and coumarin) on the development of bacterial 

populations (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis) and on the process of 

cellular structure formation. I demonstrated that inhibition of efflux pump activity leads to 

disruption of the mechanisms responsible for bacterial culture development and the formation of 

spatial structures by bacteria. The application of a bioreactor with reversed rotation enabled 

a quantitative description of growth curve parameters. A particularly pronounced effect was 

observed in the case of E. faecalis cells incubated with berberine, for which the mean value of the 

maximum growth rate was reduced by 53.8%. DHT enabled quantitative, three-dimensional 

analysis of changes in the refractive index (RI), dry mass of bacterial clusters, and the volume 

occupied by these structures. I experimentally demonstrated that the proposed therapeutic 

procedure led to a limitation of cell division dynamics and, in the case of B. cereus, to its inhibition, 

accompanied by cell elongation characteristic of stress-induced effects. In the case of B. cereus, 

I demonstrated that the implemented therapeutic procedure limited the increase in the volume 

of spatial structures formed by bacteria, indicating a slowdown or inhibition of the dynamics 

of their development. This indicates that the proposed procedure may counteract bacterial surface 

colonization. 

In the third publication, I focused on the application of natural EPIs in combination with a PS, 

which constitutes an effective strategy for increasing the efficiency of aPDT. The studies were 

conducted on model bacteria: Gram-positive Bacillus cereus and Gram-negative Escherichia coli, 

focusing on the analysis of intracellular accumulation of the PS Chlorin e6. The use of low 

concentrations of selected EPIs (< 0.25 MIC) led to more efficient accumulation of the PS inside 

bacterial cells, which was experimentally confirmed using confocal microscopy and DHT. 

Increased PS accumulation translated directly into a clear increase in aPDT effectiveness, enabling 

potential reduction of the concentrations of active compounds used and limitation of undesirable 

therapeutic effects. In the case of Bacillus cereus, the combination of piperine with Chlorin e6 led to 

an increase in therapeutic effectiveness of 273.90%, whereas in the case of Escherichia coli, the 

application of berberine in combination with Chlorin e6 resulted in an increase in therapeutic effect 
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of 227.72% compared to therapy based exclusively on the PS. The conducted studies clearly 

indicate that inclusion of EPIs in antibacterial treatment regimens enables the achievement 

of improved therapeutic effects. 

The published results of the conducted studies confirm that the primary objective of the 

doctoral dissertation has been achieved. Alternative, combined antibacterial therapies based 

on EPIs of natural origin were identified, applicable both in aPDT therapy and in limiting the 

development of bacterial structures. Moreover, during the conducted research work, novel, label-

free and non-destructive measurement procedures based on quantitative phase imaging – DHT 

were proposed, which may constitute an alternative to currently applied classical microbiological 

techniques. It is also worth emphasizing that widespread implementation of the proposed 

therapeutic procedures may contribute to limiting bacterial surface colonization, inhibiting their 

development, inducing photoinactivation, or reducing antimicrobial resistance not only in clinical 

practice but also in the food and cosmetic industries. 
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Wykaz skrótów 

ABC    (z ang. ATP-Binding Cassette)  

AcrAB-TolC   (z ang. Acriflavine resistance A/B + Tolerance to Colicins) 

ATTC  (z ang. American Type Culture Collection), Amerykańska Kolekcja Kultur 

Typowych 

aPDT  (z ang. antimicrobial PhotoDynamic Therapy), przeciwdrobnoustrojowa terapia 

fotodynamiczna 

ATP    (z ang. Adenosine TriPhosphate), adenozynotrifosforan 

CCCP  (z ang. Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenylhydrazone), m-chlorofenylohydrazon 

cyjanku karbonylu 

CmeABC   (z ang. Campylobacter multidrug efflux A/B/C) 

DHT    (z ang. Digital HoloTomography) cyfrowa holotomografia 

DinF    (z ang. Damage-inducible Flux protein) 

DMSO   (z ang. DiMethyl SulfOxide), dimetylosulfotlenek 

EbrAB   (z ang. Ethidium bromide resistance A/B) 

EfrAB   (z ang. Enterococcus faecalis resistance A/B) 

EGCG   (z ang. EpiGalloCatechin 3-Gallate), 3-galusan epigallokatechiny 

EmrE    (z ang. Ethidium multidrug resistance E) 

EPI    (z ang. Efflux Pump Inhibitor) inhibitor pompy efflux 

EPS (z ang. Extracellular Polymeric Substance), zewnątrzkomórkowa substancja 

polimerowa 

FDA    (z ang. Food and Drug Administration), Agencja ds. Żywności i Leków 

Lde    (z ang. Listeria drug efflux) 

MacAB-TolC   (z ang. Macrolide accommodation proteins A/B + Tolerance to Colicins) 

MATE   (z ang. Multidrug And Toxin Extrusion)  

MexAB-OprM  (z ang. Multiple efflux protein A/B + Outer membrane protein M) 

MFS    (z ang. Major Facilitator Superfamily) 

MIC    (z ang. Minimum Inhibitory Concentration), minimalne stężenie hamujące 
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MRSA  (z ang. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus), gronkowiec złocisty oporny 

na metycylinę 

MtrCDE   (z ang. Multiple transfer resistance C/D/E) 

NMP  (z ang. 1-(Naphthalen-1-ylMethyl)Piperazine), 1-(1-naftylo metylo)-piperazyna 

NorA    (z ang. Norfloxacin resistance protein A) 

NorM   (z ang. Norfloxacin outflow resistance Multidrug transporter) 

OD    (z ang. Optical Density), gęstość optyczna 

PAβN  (z ang. Phenylalanine-Arginine β-Naphthylamide), fenyloalanina-arginina-β-

naftyloamid 

PACE    (z ang. Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux)  

PBS  (z ang. Phosphate Buffered Saline), sól fizjologiczna buforowana fosforanem 

PCM (z ang. Polish Collection of Microorganisms), Polska Kolekcja Mikroorganizmów 

PS    (z ang. PhotoSensitizer), fotouczulacz 

RI    (z ang. Refractive Index), współczynnik załamania światła 

RND    (z ang. Resistance-Nodulation Division) 

ROS    (z ang. Reactive Oxygen Species), reaktywne formy tlenu 

SMR    (z ang. Small Multidrug Resistance) 

SsmE    (z ang. Staphylococcal small multidrug efflux pump) 

TetB   (z ang. Tetracycline efflux pump B) 

TetK   (z ang. Tetracycline efflux pump K) 

TSB    (z ang. Tryptic Soy Broth), bulion tryptono-sojowy 

WHO   (z ang. World Health Organization), Światowa Organizacja Zdrowia 
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1. Cel oraz hipotezy pracy 

Infekcje powodowane przez patogeny, w tym bakterie, stanowią ogromne wyzwanie dla 

ochrony zdrowia publicznego. Oporność wywoływana przez nadużywanie i niewłaściwe 

stosowanie antybiotyków (terapia bez uprzedniego wykonania antybiogramu, bądź kontroli 

postępów leczenia) i innych środków antybakteryjnych (Llor & Bjerrum, 2014; Sora et al., 2026) 

znacznie ogranicza skuteczność prowadzonych terapii. Możliwość tworzenia biofilmów, będących 

znacznie bardziej odpornych na działanie związków bakteriobójczych w porównaniu z komórkami 

planktonicznymi, ze względu na ich strukturę i warstwę ochronną, jaką stanowi 

zewnątrzkomórkowa substancja polimerowa (EPS, z ang. Extracellular Polymeric Substance) 

(Omwenga & Awuor, 2024; Otter et al., 2015), wymaga stosowania nowych strategii walki 

z bakteriami wielolekoopornymi.  

Zagrożenia płynące z występowania wielolekoopornych gatunków bakterii zauważane są nie 

tylko w praktyce klinicznej, lecz również w przemyśle spożywczym i kosmetycznym. Przykładem 

może być tutaj potwierdzenie, że standardowe procedury dezynfekcji nie pozwalają na eradykację 

biofilmu bakteryjnego zgromadzonego w obu kanałach endoskopu. Zarówno czyszczenie 

chemiczne, jak i mechaniczne nie przynosi oczekiwanych rezultatów (Pajkos et al., 2004). 

Alarmujący jest również fakt, iż biofilm bakteryjny może występować na suchych powierzchniach, 

a niektóre z gatunków są w stanie przetrwać bez dostępu do substancji odżywczych nawet 12 

miesięcy. Potwierdzono, że 50-krotne wycieranie z wykorzystaniem standardowej procedury 

pozwoliło na usunięcie ok. 97% biofilmu (Parvin et al., 2019). Dodatkowo, w przypadku przemysłu 

spożywczego (Alves et al., 2021; Sunarti, 2024; Zavišić et al., 2024) oraz kosmetycznego (Alshehrei, 

2024; Kim et al., 2020; Nusrat et al., 2023) może dojść do kontaminacji na każdym etapie produkcji, 

co jest dużym wyzwaniem w utrzymaniu bezpieczeństwa i jakości mikrobiologicznej produktów. 

Obiecującą alternatywą dla dostępnych metod zwalczania infekcji bakteryjnych jest 

przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna (aPDT, z ang. antimicrobial PhotoDynamic Therapy), 

wobec której bakterie nie są w stanie wytworzyć mechanizmów oporności (Alenazy, 2022; Khan 

et al., 2020). W związku z tym w ostatnich latach cieszy się ona coraz większym zainteresowaniem 

i popularnością w środowisku naukowym. Zastosowanie tej strategii staje się alternatywnym 

narzędziem w zwalczaniu bakterii. Procedury aPDT stale się rozwijają, a jednym z jej udoskonaleń 

jest podejście kombinowane (Youf et al., 2021). Umożliwia to wzajemną synergię PDT i innych 

terapii w celu zwiększenia jej skuteczności, przeciwdziałania oporności bakterii oraz niwelowania 

skutków ubocznych samej terapii.  
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Obecnie duży nacisk kładziony jest na wykorzystywanie w strategiach terapeutycznych 

substancji pochodzenia naturalnego – ze względu na szereg zalet, do których zalicza się aktywność 

przeciwbakteryjną przeciwko szerokiej gamie bakterii i możliwość wykorzystania ich w terapiach 

kombinowanych (Khameneh et al., 2019; Stavri et al., 2007). Wśród tych związków, wykazujących 

działanie bakteriobójcze lub bakteriostatyczne, znajdują się inhibitory pomp efflux (EPIs, z ang. 

Efflux Pump Inhibitors). Wynika to z faktu, iż uważa się, że to właśnie aktywność pomp efflux jest 

odpowiedzialna za jeden z mechanizmów oporności bakterii. Ich rola jest złożona, pełnią istotne 

zadania w fizjologii komórek bakteryjnych (regulacja wypływu substancji z wnętrza komórki), 

a także biorą udział w tworzeniu biofilmu m.in. poprzez transport cząsteczek sygnałowych quorum 

sensing (Alav et al., 2018). Wzajemna synergia EPI i terapii kombinowanej może wpływać nie tylko 

na zwiększenie skuteczności akumulacji substancji wewnątrz komórek bakteryjnych, co 

w konsekwencji doprowadzi do zwiększenia skuteczności terapii, ale także może mieć wpływ na 

rozwój bakterii zarówno w środowisku płynnym, jak i na stałym podłożu. 

Nadrzędnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej była identyfikacja i opracowanie 

alternatywnych kombinowanych metod antybakteryjnych w oparciu o związki pochodzenia 

naturalnego, mających zastosowanie zarówno w terapii aPDT, jak i ograniczeniu rozwoju struktur 

bakteryjnych, oraz wykazanie, że DHT może zostać z powodzeniem wykorzystana jako ilościowa 

technika pomiarowa do oceny skuteczności działania opracowanych procedur terapeutycznych, 

która dotychczas nie była standardowo wykorzystywana w badaniach oceny skuteczności aPDT 

i wpływu EPI na namnażanie się bakterii. 

Do badań wykorzystałam bakterie klasyfikowane jako organizmy patogenne kategorii II, 

zgodnie z załącznikiem nr 1 do rozporządzenia Ministra Środowiska z dnia 29 listopada 2002 r. 

(poz. 1798) ze względu na współpracę z laboratoriami mikrobiologicznymi Uniwersytetu 

Przyrodniczego we Wrocławiu. Współpracowałam z panią dr hab. Anną Matczuk, prof. uczelni 

z Zakładu Mikrobiologii Katedry Patologii z Wydziału Medycyny Weterynaryjnej oraz panią prof. 

dr hab. Aliną Wieliczko z Katedry Epizootiologii z Kliniką Ptaków i Zwierząt Egzotycznych 

z Wydziału Medycyny Weterynaryjnej. Badania bazowały na związkach naturalnego pochodzenia: 

dwóch fotouczulaczach (PSs, z ang. PhotoSensitizers) – Chlorin e6 i Pheophorbide a oraz sześciu 

inhibitorach pomp efflux: berberynie, palmatynie, piperynie, kurkuminie, kapsaicynie i kumarynie. 

Przeprowadziłam charakterystykę właściwości absorpcyjnych wymienionych wcześniej 

związków chemicznych z wykorzystaniem spektrofotometrii UV-VIS, które uzupełniłam 

o pomiary fluorescencji. Do określenia wpływu EPI na rozwój bakterii posłużyłam się dwoma 

standardowo stosowanymi w mikrobiologii testami: minimalnego stężenia hamującego (MIC, 

z ang. Minimum Inhibitory Concentration) oraz resazurynowym. Pomiary dynamiki namnażania się 
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bakterii w pożywce płynnej, prowadzone z wykorzystaniem bioreaktora z odwróconym 

wirowaniem, umożliwiły uzyskanie ilościowej informacji dotyczącej kluczowych parametrów 

krzywych wzrostu wybranych gatunków bakterii. Ważną innowacją metodologiczną było 

wykorzystanie ilościowej techniki obrazowania fazy – cyfrowej holotomografii (DHT, z ang. Digital 

HoloTomography) do monitorowania zmian składu chemicznego wnętrza komórki, czyli jej gęstości, 

a tym samym współczynnika załamania światła (RI, z ang. Refractive Index) komórek bakteryjnych. 

Zaproponowana została zatem nowa metoda oceny oddziaływania inhibitorów oraz fotouczulaczy 

na poziomie pojedynczych komórek. 

W niniejszej pracy postawiłam trzy hipotezy, których udowodnienie umożliwiło realizację 

nadrzędnego celu rozprawy doktorskiej: 

• H1: kombinacja dwóch odpowiednio dobranych fotouczulaczy zwiększa ich akumulację 

wewnątrz komórek bakteryjnych oraz prowadzi do uzyskania co najmniej addytywnego 

efektu terapii fotodynamicznej; 

• H2: zastosowanie celowanych inhibitorów pomp efflux (EPIs) ogranicza dynamikę 

formowania się struktur przestrzennych tworzonych przez bakterie; 

• H3: zastosowanie wybranych inhibitorów pomp efflux (EPIs) zwiększa 

wewnątrzkomórkową akumulację fotouczulacza. 
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2. Wstęp 

2.1. Zagrożenia płynące z lekooporności bakteryjnej 

Infekcje bakteryjne są wciąż powszechne. Szczególnie niebezpieczne są infekcje wywoływane 

przez lekooporne szczepy bakterii, które nawet w obecności antybiotyków zachowują zdolność do 

przeżycia i dalszego rozprzestrzeniania się (Fongang et al., 2023). Nadużywanie antybiotyków, 

w ochronie zdrowia ludzi i zwierząt oraz rolnictwie, znacznie przyczyniło się do takiego stanu 

rzeczy (Galgano et al., 2025). Światowa Organizacja Zdrowia (WHO, z ang. World Health 

Organization) wskazuje, że potrzebna jest racjonalizacja antybiotykoterapii poprzez wdrożenie 

diagnostyki profilaktycznej i przedterapeutycznej, aby wyeliminować jej nadmierne 

wykorzystywanie, a przede wszystkim, by stosować celowane antybiotyki, dopasowane 

do konkretnego patogenu (World Health Organization, 2024).  

W 2019 r. 13,6% wszystkich zgonów na świecie związanych było z patogenami bakteryjnymi, 

co stanowi drugą najczęstszą przyczynę zgonów, po chorobie niedokrwiennej serca (Ikuta et al., 

2022). Szacuje się, że na świecie do 2050 r. przyczyną śmierci 10 mln osób rocznie będą infekcje 

wywołane przez bakterie antybiotykooporne, zarówno pośrednio, jak i bezpośrednio (Dadgostar, 

2019; Sora et al., 2026). Niebezpieczeństwo to zostało zauważone przez WHO, która opublikowała 

listę gatunków bakterii, będących największym zagrożeniem dla zdrowia, określonych jako 

ESKAPE (Mulani et al., 2019; Tacconelli et al., 2018). To właśnie wymienione tam gatunki: 

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa i Enterobacter spp. są odpowiedzialne za ponad 50% wszystkich zgonów wywołanych 

przez zakażenia bakteryjne (Soni et al., 2024). Warto wspomnieć, że istotne w kontekście infekcji 

bakteryjnych są również zakażenia szpitalne, które znacznie częściej powodowane są przez oporne 

gatunki bakterii w porównaniu do zakażeń pozaszpitalnych (Arnold, 2026). 

Wielolekooporność bakterii jest nie tylko problemem zdrowotnym, ale również 

ekonomicznym. Leczenie zakażeń wielolekoopornych jest znacznie droższe niż zakażeń 

wywołanych przez bakterie wrażliwe na antybiotyki, co wynika z dłuższego okresu leczenia, 

konieczności dodatkowych badań i wykorzystywania droższych leków (Poudel et al., 2023; 

Pulingam et al., 2022). Bank Światowy szacuje, że jeżeli nie zostaną podjęte żadne działania, 

to do 2030 r. roczne globalne wydatki związane z zakażeniami spowodowanymi przez bakterie 

antybiotykooporne wyniosą 3,4 miliarda dolarów (Allel et al., 2024).  



Wstęp  21 

 
 

 

2.2. Mechanizmy oporności bakteryjnej 

Odkrycie penicyliny do zwalczania bakterii stało się niewątpliwym przełomem w medycynie 

(Fleming, 1929; Lobanovska & Pilla, 2017) i zapoczątkowało serię badań nad środkami 

przeciwbakteryjnymi. Wagę tego odkrycia podkreśla fakt, że w 1945 r. Alexander Fleming, Ernst 

Boris Chain oraz Howard Walter Florey otrzymali Nagrodę Nobla w dziedzinie fizjologii 

i medycyny „za odkrycie penicyliny i jej leczniczego działania w różnych chorobach zakaźnych”1. 

Niestety, pierwsze doniesienia o oporności na ten antybiotyk pojawiły się już w 1940 r. i dotyczyły 

szczepu Escherichia coli, który inaktywował penicylinę poprzez produkcję penicylinazy. Kolejno, 

w 1942 r. udokumentowano oporność czterech szczepów Staphylococcus aureus (Lobanovska & Pilla, 

2017). Oporność rozprzestrzeniała się w takim tempie, że pod koniec lat sześćdziesiątych XX w. 

ponad 80% szczepów Staphylococcus aureus było opornych na penicylinę (Lowy, 2003). Podjęte 

zostały próby wprowadzenia nowych antybiotyków, jednakże również w ich przypadku z czasem 

pojawiła się oporność, przez co skuteczność leczenia drastycznie malała. 

Oporność bakteryjna jest niezwykle skomplikowanym zjawiskiem i można ją podzielić na 

wrodzoną lub nabytą. W przypadku tej pierwszej wskazać można fenotyp oporności wielolekowej 

u bakterii Gram-ujemnych, co spowodowane jest obecnością błony zewnętrznej i jej zmniejszonej 

przepuszczalności związanej z obecnością lipopolisacharydów oraz nadekspresją pomp efflux (Cox 

& Wright, 2013; Reygaert, 2018). Oporność nabyta natomiast powstaje w wyniku mutacji lub 

narażenia komórki na środki o działaniu przeciwbakteryjnym (Gajic et al., 2025).  

Oporność bakteryjna nie powstaje w wyniku jednego prostego mechanizmu. Jest to zjawisko 

wielomechanizmowe, obejmujące m.in.: 

• modyfikację struktury poryn, co wpływa na ograniczenie akumulacji leków poprzez 

zmniejszenie ich napływu. Kanały białkowe – poryny, które znajdują się w błonie 

komórkowej odpowiedzialne są za pasywny transport różnych cząsteczek, w tym 

antybiotyków. Zmiana struktury lub mutacje w genach tych kanałów skutkują modyfikacją 

przepuszczalności błony, co bezpośrednio umożliwia bakteriom rozwinięcie oporności 

na antybiotyki. Poryny są zatem uważane za potencjalne cele dla nowych związków 

antybakteryjnych, szczególnie w przypadku bakterii Gram-ujemnych (Dé et al., 2001; 

Khameneh et al., 2019); 

• przeprogramowanie struktury miejsca wiązania leku. Może odbywać się to w wyniku 

mutacji (spontaniczne mutacje w genie kodującym białko, będącym celem leku), 

modyfikacji enzymatycznych (prowadzących do metylacji genu) lub osłaniania (zastąpienia 

 
1 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1945/summary/ 
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celu inną cząsteczką pełniącą taką samą funkcję) (Belay et al., 2024). Wówczas 

powinowactwo antybiotyków do miejsca aktywnego ulega znacznemu zmniejszeniu; 

• modyfikację leków poprzez zmiany grup funkcyjnych, co jest charakterystyczne dla 

antybiotyków należących do aminoglikozydów. Zmiany te spowodowane są działaniem 

odpowiednich enzymów, a zmodyfikowane produkty charakteryzują się niższym 

powinowactwem do RNA, blokując syntezę białek, co wynika z braku zdolności 

do wiązania się z rybosomami (Belay et al., 2024; Khameneh et al., 2019); 

• całkowity rozkład antybiotyku. Klasyczna degradacja określonych fragmentów cząsteczki 

antybiotyków (z grupy penicylin, cefalosporyn i karbapenemów) wywołana jest przez 

enzym hydrolityczny – β-laktamazę (Olsen, 2015). Każda cząsteczka enzymu jest w stanie 

zhydrolizować 103 cząsteczek antybiotyku na sekundę, co czyni terapię nieskuteczną 

(Khameneh et al., 2019); 

• aktywne wydalanie leków z wnętrza komórki, w którym bakterie wykorzystują pompy 

efflux, jest najbardziej interesujące w kontekście przeprowadzonych badań. Są one 

podzielone na różne rodziny i odpowiadają za oporność na szeroką gamę antybiotyków, 

co omówione zostanie w dalszej części rozprawy (2.4 Pompy efflux). W konsekwencji tego 

działania wewnątrzkomórkowe stężenie leków jest niewystarczające, by osiągnąć zakładany 

efekt terapeutyczny (Khameneh et al., 2019; Soni et al., 2024).  

W praktyce klinicznej oznacza to, że bakterie mogą równocześnie wykorzystywać kilka strategii 

obronnych, co znacząco utrudnia skuteczne leczenie infekcji i sprzyja rozprzestrzenianiu się 

szczepów lekoopornych. Uwzględniając różnice w strukturze bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-

ujemnych, tj. obecność dodatkowej błony zewnętrznej w przypadku bakterii Gram-ujemnych, 

można stwierdzić, że to właśnie bakterie Gram-ujemne mogą wykorzystywać wszystkie 

mechanizmy, co czyni je większym zagrożeniem. W przypadku bakterii Gram-dodatnich brak 

błony zewnętrznej sprawia, że brakuje naturalnej bariery dla przenikania leku, a dodatkowo liczba 

potencjalnych pomp efflux obecnych w błonie cytoplazmatycznej jest ograniczona, co sprawia, 

że te dwa mechanizmy pełnią ograniczoną rolę w oporności bakterii należących do tej grupy 

(Reygaert, 2018). W efekcie, coraz częściej bakterie, zarówno Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne, 

są w stanie przetrwać bez zahamowania wzrostu po zastosowaniu środków antybakteryjnych 

(Almutairy, 2024).  

Celem działania środków przeciwbakteryjnych jest ograniczenie lub zablokowanie kluczowych 

mechanizmów funkcjonowania komórki bakterii takich jak: hamowanie syntezy ściany 

komórkowej, depolaryzacja błony komórkowej, zakłócanie syntezy białek i kwasów nukleinowych 

oraz blokowanie wybranych szlaków metabolicznych (Mancuso et al., 2021; Reygaert, 2018). 
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Jednakże, jak już wspomniano wcześniej, bakterie są w stanie skutecznie wytworzyć mechanizmy 

przeciwdziałające tym efektom. Potrzebne są zatem nowe strategie terapeutyczne, które pozwolą 

przezwyciężyć mechanizmy adaptacyjne komórek bakteryjnych, służące wytworzeniu 

lekooporności. Szczególną uwagę poświęca się terapiom łączonym, polegającym na jednoczesnym 

stosowaniu co najmniej dwóch związków o działaniu przeciwbakteryjnym w celu zwiększenia 

skuteczności leczenia. Związane jest to z mniejszym prawdopodobieństwem rozwinięcia przez 

patogen oporności na obie substancje w porównaniu z monoterapią oraz możliwością uzyskania 

synergistycznego efektu terapii kombinowanej (Mulani et al., 2019). Najczęściej spotyka się 

połączenia antybiotyków z dodatkową substancją lub czynnikiem np. bakteriofagami (Domingo-

Calap & Delgado-Martínez, 2018; Peng et al., 2024), peptydami przeciwdrobnoustrojowymi 

(Sharafi et al., 2024; Téllez et al., 2018), nanocząsteczkami (Moradialvand et al., 2024) czy terapią 

fotodynamiczną. Należy jednak podkreślić, że w przypadku terapii kombinowanych największym 

wyzwaniem jest dobór odpowiednich związków lub czynników, które wzmocnią jej efektywność, 

tak aby końcowy efekt terapii był co najmniej addytywny, co zostało udowodnione w dalszej, 

eksperymentalnej części tej rozprawy. 

2.3. Przeciwbakteryjna terapia fotodynamiczna 

Szczególną alternatywą dla standardowych terapii farmakologicznych jest terapia 

fotodynamiczna, wobec której bakterie nie są w stanie wytworzyć skutecznych mechanizmów 

oporności ze względu na zbyt krótki czas pomiędzy podaniem PS, a jego działaniem oraz 

nakierunkowanie na wiele celów komórkowych jednocześnie (Al-Mutairi et al., 2018; Surur et al., 

2024). Zwyczajowo aPDT opiera się na trzech filarach: promieniowaniu o odpowiednich 

parametrach, PS i tlenie cząsteczkowym (Sabino et al., 2020). Proces fotodynamiczny przebiega 

głównie w obecności tlenu. Promieniowanie o określonej długości fali wzbudza selektywnie 

zgromadzony PS, co prowadzi do powstania rodników i reaktywnych form tlenu (ROS, z ang. 

Reactive Oxygen Species), w tym tlenu singletowego (Mahmoudi et al., 2018; Rajesh et al., 2011). 

W warunkach ograniczonej dostępności tlenu PS może również działać poprzez reakcje 

bezpośrednie z substratami komórkowymi. 

Fotouczulacze we wzbudzonym stanie trypletowym podlegają dwóm typom reakcji 

fotochemicznych. W mechanizmie typu I, opartym na transferze elektronów, powstają aniony 

ponadtlenkowe (O2
-), co prowadzi do wytwarzania rodników hydroksylowych (OH*) oraz 

nadtlenku wodoru (H2O2). Zaburza to integralność błony komórkowej, prowadząc do jej 

uszkodzeń. W przypadku reakcji II typu, bazującej na transferze energii, produktem jest wysoce 

reaktywny tlen singletowy. W wyniku zachodzących reakcji w obu mechanizmach zaobserwować 
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można m.in.: indukowanie uszkodzeń oksydacyjnych błon i ściany komórkowej, uszkodzenia DNA 

i rybosomów oraz utlenianie białek (Buzalewicz, Hołowacz, et al., 2021; Cieplik et al., 2018; Piksa 

et al., 2023; Rajesh et al., 2011). 

Na powodzenie aPDT wpływ ma wiele czynników, jednakże najistotniejsze są: PS i jego 

właściwości oraz zastosowane źródło promieniowania (Abrahamse & Hamblin, 2016; Piksa et al., 

2023). Od wykorzystanego PS zależny jest również sposób penetracji komórki i skuteczność jego 

akumulacji. Kationowe PS korzystają z oddziaływań elektrostatycznych i samoczynnych szlaków 

wychwytu. Mogą również, po połączeniu z lipopolisacharydami, wypierać jony Ca2+ i Mg2+, 

zaburzając integralność błony zewnętrznej. Anionowe PS są transportowane w wyniku połączenia 

oddziaływań elektrostatycznych i transporterów białkowych (Pietrowska et al., 2022).  

Kluczowe znaczenie ma umiejscowienie fotouczulacza, ponieważ ROS mają bardzo krótki 

promień dyfuzji i krótkotrwały czas życia (Cui et al., 2024; Lange et al., 2021; Przygoda et al., 2023; 

Redmond & Kochevar, 2006). Występujące w komórce związki (lipidy, białka i kwasy nukleinowe) 

reagują z tlenem singletowym i powodują jego wygaszanie. Ich oddziaływanie jest zatem 

ograniczone do bezpośredniego otoczenia, w którym są one generowane, a średni promień dyfuzji 

w środowisku komórkowym wynosi od 100 nm do 150 nm (Cui et al., 2024). Tym samym, 

efektywność aPDT jest ograniczona przez konieczność bliskiego kontaktu ROS z celami 

komórkowymi, a także przez stopień ich akumulacji i lokalizację wewnątrz komórki bakteryjnej. 

W przypadku tej terapii konieczne jest również, by wykorzystany PS nie był usuwany przez 

bakteryjne pompy efflux lub by znacznie ograniczyć ten proces.  

2.4. Pompy efflux 

Pompy efflux to białka błonowe, które są odpowiedzialne za aktywny transport różnorodnych 

substancji z wnętrza bakterii do przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Powiązane są z jednym 

z mechanizmów oporności bakterii (Nishino et al., 2021), lecz pełnią też inne funkcje, m.in.: 

związane z formowaniem się biofilmu, wirulencją bakterii oraz regulacją fizjologii gospodarza. 

Pompy efflux można podzielić na pierwotne i wtórne, w zależności od źródła energii, które jest 

wykorzystywane do wypompowania cząsteczek (Sharma et al., 2019). Energia może być 

pozyskiwana z hydrolizy adenozynotrifosforanu (ATP, z ang. Adenosine TriPhosphate), wówczas te 

pompy należą do pierwotnych pomp efflux (Gaurav et al., 2023). W przypadku czerpania energii 

z siły napędowej protonów, mówi się o wtórnych pompach efflux (Gaurav et al., 2023). 

W literaturze wyróżnia się 6 rodzin pomp efflux:  

• ABC (z ang. ATP-Binding Cassette) – rodzina ABC jako jedyna należy do pierwotnych pomp 

efflux. Pompy należące do tej rodziny mogą pełnić rolę zarówno eksportera (usuwanie 
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toksyn, antybiotyków i polisacharydów), jak i importera (transport aminokwasów i jonów). 

Wyróżnić można również trzeci typ, który jest zaangażowany w naprawę lub translację 

DNA (Davidson et al., 2008). Biorą one udział w dostarczaniu do wnętrza komórki 

składników odżywczych, w tym peptydów, witamin, aminokwasów, co wspomaga 

wirulencję (Akhtar & Turner, 2022). Pompy należące do tej rodziny spotykane są zarówno 

w przypadku bakterii Gram-ujemnych oraz Gram-dodatnich. Najlepiej poznaną pompą 

z rodziny ABC, w przypadku bakterii Gram-ujemnych, jest pompa MacAB-TolC (z ang. 

Macrolide accommodation proteins A/B + Tolerance to Colicins) (Escherichia coli) (Fitzpatrick et al., 

2017; Huo et al., 2025; Jo et al., 2017). W przypadku bakterii Gram-dodatnich, pompy ABC 

przyjmują postać pojedynczego białka błonowego, a przykładem może być pompa EfrAB 

(z ang. Enterococcus faecalis resistance A/B) w Enterococcus faecalis, która została wykryta we 

wszystkich wielolekoopornych szczepach (Lavilla Lerma et al., 2014); 

• SMR (z ang. Small Multidrug Resistance) – to najmniejsze pompy efflux, które mają postać 

czterech transbłonowych α-helis. Transportować mogą związki lipofilowe, antybiotyki lub 

też środki antyseptyczne i detergenty (Bay et al., 2008; Bay & Turner, 2009). W rodzinie 

SMR wyróżnić można dwa podtypy, które wykazują dużą zbieżność sekwencji 

aminokwasów. Pierwsza grupa powiązana jest z czwartorzędowymi kationami 

amoniowymi np. etydyna i metylowiologen. Druga natomiast odpowiada za transport 

antyporterów guanidynowych (Chetri, 2023; Kermani et al., 2020). Przykłady pomp efflux 

z rodziny SMR to EmrE (z ang. Ethidium multidrug resistance E) w komórkach bakterii 

gatunku Pseudomonas aeruginosa, EbrAB (z ang. Ethidium bromide resistance A/B) w komórkach 

bakterii gatunku Bacillus subtilis, SsmE (z ang. Staphylococcal small multidrug efflux pump) 

w komórkach bakterii gatunku Serratia marcescens i EmrE z Escherichia coli (Srinivasan et al., 

2009); 

• MATE (z ang. Multidrug And Toxin Extrusion) – do eksportu pompy z tej rodziny 

wykorzystują gradient elektrochemiczny H+ lub Na+, co wyróżnia je na tle innych pomp 

wtórnych (Lu, 2016). Na podstawie sekwencji aminokwasów można dokonać ich podziału 

na następujące podrodziny: NorM (z ang. Norfloxacin outflow resistance Multidrug transporter), 

DinF (z ang. Damage-inducible Flux protein) oraz podrodziny eukariotyczne. W przypadku tej 

ostatniej podrodziny, są to pompy zależne od H+ (Masuda et al., 2006). W większości 

scharakteryzowane pompy należące do rodziny MATE są niezdolne do ekstruzji związków 

o ładunku ujemnym (Lu, 2016). Pompy NorM odpowiadają za ochronę przed 

uszkodzeniami spowodowanymi przez ROS, a dodatkowo są odpowiedzialne za usuwanie 

związków kationowych (De Gaetano et al., 2023). Pompy z rodziny DinF odpowiadają 
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za oporność na szereg antybiotyków, np. moksyfloksacynę, cyprofloksacynę 

i lewofloksacynę w przypadku bakterii gatunku Streptococcus pneumoniae (Tocci et al., 2012);  

• MFS (z ang. Major Facilitator Superfamily) – jest to największa scharakteryzowana rodzina 

pomp efflux w przypadku bakterii Gram-ujemnych. Zbudowane są one z 12 lub 14 helis 

transbłonowych (Du et al., 2015). W obrębie tej rodziny można wyróżnić: uniportery, które 

do transportu nie wykorzystują jonów; symportery, które transportują substrat i jony w tym 

samym kierunku; antyportery, które przenoszą substrat i jony, ale w przeciwnych 

kierunkach (Du et al., 2018). Jako przykładowe pompy z tej rodziny można wymienić Lde 

(z ang. Listeria drug efflux) w komórkach bakterii gatunku Listeria monocytogenes, NorA (z ang. 

Norfloxacin resistance protein A) w przypadku bakterii gatunku Staphylococcus aureus (Huang et 

al., 2022). Poza procesem ekstruzji, pompy z rodziny MFS pełnią również inne istotne role 

w szlakach metabolicznych komórek. Przyczyniają się do wywoływania odpowiedzi 

immunologicznej gospodarza, podtrzymywania stabilności ściany komórkowej, mają 

również wpływ na ruchliwość i wirulencję patogenów (Pasqua et al., 2021); 

• RND (z ang. Resistance-Nodulation Division) – rodzina RND jest najistotniejsza pod kątem 

oporności na leki u bakterii Gram-ujemnych. Te pompy mogą wydalać szeroką gamę 

antybiotyków i innych związków toksycznych dla bakterii. Cechują się charakterystyczną 

trójdzielną budową: białko błony zewnętrznej, peryplazmatyczne białko adaptorowe oraz 

białko błony wewnętrznej (Nikaido, 2010). Im częściej bakterie narażane są na stres 

związany ze stosowaniem środków antybakteryjnych, tym bardziej zwiększa się 

częstotliwość mutacji pomp. Potencjalne mutacje, w którejkolwiek domenie pomp, mogą 

prowadzić do zmian powinowactwa pomp do ich substratów, a w konsekwencji – 

do wzrostu lekooporności (Zwama & Nishino, 2021). Wśród pomp z rodziny RND można 

wyróżnić również pompy oporności wielolekowej AcrAB-TolC (z ang. Acriflavine resistance 

A/B + Tolerance to Colicins), MexAB-OprM (z ang. Multiple efflux protein + Outer membrane 

protein M), CmeABC (z ang. Campylobacter multidrug efflux A/B/C), MtrCDE (z ang. Multiple 

transfer resistance C/D/E), które zaangażowane są w modulację przeżywalności 

i patogeniczności bakterii (Piddock, 2006). W przypadku komórek bakterii gatunku 

Escherichia coli pompy RND biorą także udział w ekstruzji metali ciężkich. Jony metali 

ciężkich również wpływają na wzrost i przeżywalność bakterii, jednakże bakterie, 

wykorzystując działanie pomp efflux mogą stać się oporne również na ten czynnik (Huang 

et al., 2022); 

• PACE (z ang. Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux) – to niedawno odkryta rodzina 

pomp efflux (Hassan et al., 2015). Pierwszym zidentyfikowanym białkiem z tej rodziny jest 
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Acel w komórkach bakterii gatunku Acinetobacter baumannii (Bolla et al., 2020), niedawno 

opisano kolejną: PA2889 u Pseudomonas aeruginosa (Zhao et al., 2022). W przypadku obu 

pomp potwierdzono, że mogą one transportować chlorheksydynę (De Gaetano et al., 

2023). Pompy z tej rodziny biorą udział w transporcie biosyntetycznych biocydów, które 

stosowane są jako środki o właściwościach dezynfekujących (Hassan et al., 2018), co istotne 

kodowane są przez wysoce konserwatywne geny, co podkreśla istotność pełnionych przez 

nie funkcji (De Gaetano et al., 2023). Te pompy nie występują w przypadku wszystkich 

gatunków bakterii, np. nie stwierdzono genów kodujących białka z rodziny PACE 

w materiale genetycznym Escherichia coli (Gaurav et al., 2023).  

Nadekspresja pomp efflux, należących do różnych rodzin, jest często spotykana u opornych 

patogenów, co znacznie obniża wewnątrzkomórkowe stężenie substancji mającej właściwości 

antybakteryjne, a co za tym idzie – również skuteczność całej terapii. Hamowaniem aktywności 

bakteryjnych pomp efflux można sterować na co najmniej sześć sposobów (Pagès & Amaral, 2009; 

Sharma et al., 2019; Zhang et al., 2023): 

1) obniżenie ekspresji genów odpowiedzialnych za syntezę pomp poprzez regulację 

genetyczną – zakłócenie transkrypcji lub translacji tego genu. Do tego celu wykorzystywane 

są oligonukleotydy antysensowne, interferujące RNA lub inne cząsteczki antysensowne; 

2) hamowanie montażu poszczególnych elementów pomp, w wyniku czego blokowane jest 

powstanie funkcjonalnej pompy efflux; 

3) chemiczna modyfikacja substancji, by pompa nie odbierała ich jako substratów. W ten 

sposób zmniejsza się ich powinowactwo i blokuje się wypływ substancji; 

4) blokowanie kanału błony zewnętrznej za pomocą cząsteczki wykazującej silne 

powinowactwo do tego obszaru. Wykorzystać można go jedynie w przypadku bakterii 

Gram-ujemnych; 

5) blokowanie pompy w jej miejscu aktywnym za pomocą cząsteczki nieantybiotykowej 

i uniemożliwienie związania się substratu;  

6) przekształcenie mechanizmu energetycznego pomp efflux. Odbywać może się poprzez 

ingerencję w źródło energii zasilającej pompę poprzez blokowanie syntezy ATP lub 

zaburzenie siły protonowej. 

2.5. Inhibitory bakteryjnych pomp efflux 

Inhibitory pomp efflux to substancje, które blokują aktywność wspomnianych pomp. Ich 

zastosowanie może zablokować pompy efflux i wyeliminować jeden z czynników ograniczających 

skuteczność aPDT. W ostatnich latach można zaobserwować tendencję do poszukiwania EPI 
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pochodzenia naturalnego do zastosowań w terapii przeciwbakteryjnej, w szczególności 

w przypadku bakterii wielolekoopornych. Ich niewątpliwą zaletą jest bezpieczeństwo 

i korzystniejszy profil toksyczności dla komórek gospodarza, niski koszt, wysoka skuteczność 

i ogromne możliwości rozwoju w zastosowaniach aplikacyjnych (Zhang et al., 2024). Korzyści 

płynących z zastosowania EPI w terapii przeciwbakteryjnej, również kombinowanej, jest wiele. 

Wyróżnić można m.in. zwiększenie stężenia leku wewnątrz komórek, ponowne uwrażliwienia 

bakterii na leki oraz ograniczenie możliwości rozwoju szczepów opornych (Mahamoud et al., 2007). 

Podziału EPI można dokonać na kilka sposobów. Pierwszym z nich jest klasyfikacja 

na podstawie różnych mechanizmów działania. Wśród nich można wyróżnić m.in. zakłócenie 

ekspresji genów związanych z pompami efflux, modyfikację chemiczną substratów, hamowanie 

wiązania substratu poprzez związanie z pompą efflux innego związku, blokowanie zewnętrznej 

części pompy efflux, zaburzenie integralności błony i ingerencję w źródło energii zasilającej pompę 

(Askoura et al., 2011; Ren et al., 2024; Zhang et al., 2023). Jednakże dokładny mechanizm działania 

większości EPI nie jest do końca znany, stąd powszechnie stosowanym podziałem jest ten, który 

uwzględnia ich pochodzenie. Wyróżnić można zatem EPI pochodzenia naturalnego oraz 

syntetyczne. Poniżej przedstawione zostaną wybrane przykłady związków należących do obu grup. 

W przypadku pierwszej grupy, tj. EPI pochodzenia naturalnego, można wymienić metabolity 

wtórne (np. flawonoidy, polifenole i alkaloidy) pochodzące z roślin leczniczych. Substancje 

te są przedmiotem zainteresowania wielu naukowców ze względu na wpisujący się w trendy model 

leczenia związkami naturalnymi, których wykorzystanie zwiększa bezpieczeństwo terapii (Liu et al., 

2025; Uc-Cachón et al., 2025). Wiele badań skupia się również na produktach pochodzenia 

roślinnego, takich jak owoce, przyprawy i nasiona, doceniając brak ich toksyczności wobec 

komórek eukariotycznych, co odróżnia EPI pochodzenia naturalnego od związków syntetycznych 

(Seukep et al., 2020). Dużym zainteresowaniem cieszą się również olejki eteryczne, ze względu 

na synergiczne działanie z antybiotykami, możliwość ponownego uwrażliwiania bakterii na terapie 

i zakłócanie procesu tworzenia biofilmu (Ghazal et al., 2022; Iskandar et al., 2025; Mouwakeh et 

al., 2019; Sharifi et al., 2021). Do EPI pochodzenia naturalnego należy: 

• kapsaicyna, która pozyskiwana jest głównie z papryki chili z rodzaju Capsicum. Posiada 

zdolność do wiązania się z miejscem aktywnym pomp efflux, co uniemożliwia ekstruzję 

substancji antybakteryjnych (Zhang et al., 2023). Udowodniono, że jest ona inhibitorem 

pompy NorA u Staphylococcus aureus i wykazano, że łącząc kapsaicynę z cyprofloksacyną 

możliwe jest osiągnięcie wzmocnionego efektu terapeutycznego w porównaniu z samym 

antybiotykiem. Dodatkowo zaobserwowano ograniczenie pojawiania się szczepów 

opornych Staphylococcus aureus (Kalia et al., 2012); 
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• piperyna, będąca alkaloidem znajdującym się w zewnętrznej warstwie ziaren pieprzu Piper 

nigrum, znalazła się na liście związków „ogólnie uznawanych za bezpieczne”, stworzonej 

przez Agencję ds. Żywności i Leków (FDA, z ang. Food and Drug Administration). Jej 

mechanizm działania opiera się na bezpośrednim wiązaniu z miejscem aktywnym pomp 

efflux (Liu et al., 2023). Potwierdzono działanie piperyny na pompy NorA i MdeA 

u Staphylococcus aureus, co w połączeniu z cyprofloksacyną (NorA) i mupirocyną (MdeA) 

przyniosło zadowalającą skuteczność terapii. Znalazło to również odzwierciedlenie 

w obniżeniu MIC antybiotyku (Mirza et al., 2011; Zhang et al., 2024). Potwierdzono, 

że piperyna może modyfikować działanie również innych pomp efflux z rodziny MFS 

(Seukep et al., 2020); 

• berberyna, znajdująca się w korzeniach, liściach bądź owocach kilku roślin, w tym berberysu 

Berberis i gorzknika kanadyjskiego Hydrastis canadensis. Uważana jest w medycynie chińskiej 

i zachodniej za środek przeciwbakteryjny, chociaż jej spektrum działania jest zdecydowanie 

szersze, tj. wykazuje również aktywność przeciwwirusową, przeciwpasożytniczą 

i przeciwgrzybiczną (Zhang et al., 2024). Jej wpływ na inhibicję aktywności pomp efflux 

jest spowodowany zmniejszeniem ekspresji genów odpowiedzialnych za syntezę 

elementów pomp efflux (Zhang et al., 2023). Interesujące jest również działanie 

terapeutyczne jej metabolitów, co także wpływa na skuteczność terapii (Feng et al., 2021). 

Przeprowadzone badania potwierdziły, że połączenie berberyny i cyprofloksacyny 

zwiększa wrażliwość Klebsiella pneumoniae na ten antybiotyk (Zhou et al., 2016). 

Udowodniona została również aktywność berberyny wobec pompy NorA u Staphylococcus 

aureus oraz MexAB-OprM u Pseudomonas aeruginosa (Aghayan et al., 2017; Seukep et al., 

2020); 

• kurkumina, którą znaleźć można w kłączach ostryżu długiego Curcuma longa, zwanego 

potocznie kurkumą. Mechanizm jej działania opiera się na zmniejszeniu ekspresji genów 

odpowiedzialnych za syntezę pomp efflux (Zhang et al., 2023). Jej zastosowanie w terapii 

może przyczynić się do zmniejszenia ekspresji TetK (z ang. Tetracycline efflux pump K) 

u bakterii gatunku Escherichia coli, co przekłada się na zwiększenie skuteczności terapii 

tetracykliną (Zhang et al., 2023). Ponadto wykazuje działanie wobec pomp efflux 

Pseudomonas aeruginosa (Negi et al., 2014) oraz NorA, MdeA, TetK i MsrA Staphylococcus aureus 

(Joshi et al., 2014); 

• galusan epigallokatechiny (EGCG, z ang. EpiGalloCatechin 3-Gallate) to polifenol 

pozyskiwany głównie z liści zielonej herbaty Camellia sinensis. Przeprowadzone badania 

wskazują na jego aktywność zarówno w przypadku pomp efflux występujących u gatunków 
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Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich (Duda-Madej et al., 2025), co świadczy o kilku 

możliwych mechanizmach działania. Jego skuteczność jako EPI została potwierdzona 

w przypadku pompy MexAB-OprM u bakterii gatunku Pseudomonas aeruginosa w połączeniu 

z chloramfenikolem i tetracykliną (Kanagaratnam et al., 2017). EGCG może blokować 

również pompy występujące u bakterii gatunku Staphylococcus aureus (NorA, TetB (z ang. 

Tetracycline efflux pump B) i TetK) (Roccaro et al., 2004) i powodować wzrost wrażliwości na 

antybiotyki u bakterii gatunku Enterococcus faecium, u których zachodzi ekspresja pomp efflux 

z rodziny MATE (Fiedler et al., 2016). EGCG może również hamować wzrost Bacillus 

subtilis w wyniku oddziaływań z białkami powierzchniowymi komórek bakteryjnych 

(Nakayama et al., 2015); 

• bajkalina jest naturalnym związkiem flawonoidowym, pozyskiwanym z korzeni tarczycy 

bajkalskiej Scutellaria baicalensis. Ma działanie przeciwbakteryjne oraz przeciwwirusowe 

(Moore et al., 2016). Działa poprzez zakłócenie syntezy ATP (Zhang et al., 2023). Może 

blokować pompy wypływowe szczepów Staphylococcus aureus opornych na metycylinę 

(MRSA – z ang. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus), w tym pompę NorA (Chan et al., 

2011; Fujita et al., 2005). Inne badania wykazały również potencjał tego związku 

do modulacji oporności na tetracyklinę u bakterii gatunku Staphylococcus aureus (Moulick & 

Roy, 2024), a w przypadku połączenia bajkaliny z meropenemem lub polimyksyną E 

osiągnięto efekt synergistyczny w leczeniu zakażeń wywołanych przez wielolekooporne 

szczepy Klebsiella pneumoniae (Qin et al., 2024). Ten bioflawonoid hamuje również 

proliferację bakterii, zaburza integralność błony i zwiększa ich przepuszczalność, co zostało 

udowodnione dla MRSA oraz Stenotrophomonas maltophilia (Chen et al., 2025).  

W przypadku syntetycznych EPI uwaga skupiona została na trzech najpopularniejszych 

związkach, są to: 

• fenyloalanina-arginina-β-naftyloamid (PAβN, z ang. Phenylalanine-Arginine β-Naphthylamide), 

który był pierwszym, odkrytym w 2001 r., EPI (Sharma et al., 2019). Jest to najlepiej 

udokumentowany inhibitor w przypadku bakterii Gram-ujemnych i zalicza się go do grupy 

związków peptydomimetycznych. Znalazł zastosowanie w zwalczaniu wielkolekoopornych 

szczepów Klebsiella pneumoniae w połączeniu z szeroką gamą antybiotyków: 

chloramfenikolu, tetracykliny i chinolonów (Hasdemir et al., 2004; Zhang et al., 2024). 

Udowodniono również, że wzmacnia aktywność antybakteryjną lewofloksacyny 

i erytromycyny przeciwko Pseudomonas aeruginosa, u których wykryto nadekspresję pomp 

MexAB-OprM (Lomovskaya et al., 2001). Związek ten wykorzystuje różne mechanizmy 

inhibicji w tym zmniejszenie ekspresji genów związanych z pompami efflux i zmianę 
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przepuszczalności błony bakteryjnej (Compagne et al., 2023; Lamers et al., 2013). Pomimo 

obiecujących właściwości PAβN charakteryzuje się toksycznością wobec komórek ssaków, 

co znacznie ogranicza możliwości zastosowania go w warunkach klinicznych (Zhang et al., 

2023); 

• m-chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu (CCCP, z ang. Carbonyl Cyanide m-

ChloroPhenylhydrazone) dzięki blokowaniu siły protonomotorycznej i zakłócaniu syntezy 

ATP posiada zdolności do hamowania większości pomp efflux (Zhang et al., 2023). 

Udowodniono, że CCCP może wzmocnić aktywność antybakteryjną antybiotyków 

(Sanchez-Carbonel et al., 2021), a nawet ponownie uwrażliwić bakterie na antybiotyki, np. 

Enterobacteriaceae oporne na kolistynę (Sekyere & Amoako, 2017). Jest najbardziej 

popularnym laboratoryjnym EPI, jednakże pojawiły się wątpliwości, czy jego skuteczność 

spowodowana jest dezaktywacją pomp efflux czy faktem, iż komórki bakteryjne stają się 

metabolicznie nieaktywne w wyniku zakłócenia siły protonowej (Sharma et al., 2019). 

Ponownie, główną przeszkodą w rozwoju zastosowań klinicznych okazała się toksyczność 

dla komórek eukariotycznych; 

• 1-(1-naftylo metylo)-piperazyna (NMP, z ang. 1-(Naphthalen-1-ylMethyl)Piperazine) opisana 

po raz pierwszy w 2005 roku przez Bohnerta i Kerna. Mechanizm jego działania opiera się 

na wiązaniu EPI z pompami efflux, przez co zmniejszona zostaje zdolność do interakcji 

z substratami (Sharma et al., 2019). Potwierdzono, że NMP uwrażliwia komórki Escherichia 

coli z nadekspresją AcrAB i AcrEF (pompy z rodziny RND) na lewofloksacynę. 

Obserwowano wówczas zwiększoną akumulację antybiotyku w komórkach bakteryjnych 

(Bohnert & Kern, 2005). Podobnie jak PAβN i CCCP, również i NMP może wykazywać 

toksyczność dla komórek ssaków (Sharma et al., 2019).  

Mnogość EPI pozwala na precyzyjny dobór związków do konkretnych gatunków bakterii, 

by blokowanie pomp było jak najbardziej efektywne. Zdecydowaną przewagę nad syntetycznymi 

EPI mają związki pochodzenia naturalnego, gdyż jak wspomniano wyżej PAβN, CCCP i NMP 

mogą wykazywać toksyczność wobec komórek. W przypadku zastosowania EPI w terapii 

antybakteryjnej najistotniejsze jest dopasowanie ich do pomp efflux, których ekspresję wykazują 

bakterie będące celem terapii. Mogą one w znaczący sposób wpłynąć na efektywność terapii 

fotodynamicznej (fotoinaktywację bakterii), ale też antybiotykoterapii. Dobór EPI 

w przeprowadzonych przeze mnie badaniach uwarunkowany był różnorodnością mechanizmów 

blokowania pomp efflux oraz powinowactwa do inhibicji pomp z określonych rodzin. 
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2.6. Wpływ inhibitorów pomp efflux na komórki bakteryjne 

i możliwość zastosowania ich w terapii antybakteryjnej 

Pompy efflux, jak wcześniej omówiono, są odpowiedzialne za oporność bakterii na środki 

przeciwbakteryjne. Potwierdzono jednak, że te białka są zaangażowane również w tworzenie 

struktur bakteryjnych, więc zakłócenie ich funkcji może ten proces utrudnić (Ren et al., 2024). 

Ekspresja pomp efflux może zarówno promować tworzenie biofilmu i innych struktur 

bakteryjnych, jak i przeciwdziałać temu procesowi. Niezwykle ważną rolę w rozwoju struktur 

bakteryjnych pełni również quorum sensing. Pozwala ono na komunikację między bakteriami 

poprzez cząsteczki sygnałowe – autoinduktory i kontrolowanie zagęszczenia komórek. Wzrost 

populacji bakterii wywołuje produkcję autoinduktorów aż do osiągnięcia ich określonego stężenia. 

Następnie wiążą się one z odpowiednimi receptorami, powodując zmianę ekspresji genów, 

co przyczynia się do powstawania struktur przestrzennych formowanych przez bakterie 

(Giannakara & Koumandou, 2022; Omwenga & Awuor, 2024). Zidentyfikowano przynajmniej 

cztery zadania, w które zaangażowane są pompy efflux przy rozwoju struktur bakteryjnych, w tym 

biofilmów: ułatwianie tworzenia matrycy zewnątrzkomórkowej, komunikowanie się komórek 

za pomocą wytwarzanych przez nie związków chemicznych w celu regulacji genów 

odpowiedzialnych za zagęszczenie populacji oraz zakłócenie tej komunikacji (quorum sensing 

i quorum quenching) oraz usuwanie szkodliwych substancji, jak również udział w pośredniej 

regulacji genów odpowiedzialnych za tworzenie struktur, początkowanie i zahamowywanie procesu 

adhezji (Alav et al., 2018; Knight et al., 2018; Lamarche & Déziel, 2011; Ren et al., 2024; Richmond 

et al., 2016; Zhu et al., 2011). Widzimy zatem, że EPI, wpływając na proces formowania się struktur 

bakteryjnych, mogą również ogrywać znaczącą rolę w kontroli dynamiki rozwoju biofilmów oraz 

kolonizacji powierzchni przez bakterie. 

Kolejną cechą EPI, ważną z punktu ograniczenia lekooporności bakterii, jest możliwość 

zahamowania niektórych mechanizmów, pozwalających bakteriom na wytworzenie oporności. 

Tym samym zastosowanie EPI w terapii może przyczynić się do zwiększenia jej skuteczności. 

Jednym z rozwiązań może być ich połączenie z omawianą wcześniej terapią fotodynamiczną, której 

zalety zostały wcześniej omówione, z innymi substancjami (Youf et al., 2021), w tym EPIs (Tegos 

et al., 2008). Schematycznie mechanizm kombinowanej terapii fotodynamicznej z wykorzystaniem 

PS i EPI przedstawiono na Rysunku 1. Cząsteczki PS mogą zostać rozpoznane przez bakterie jako 

toksyczne, a w konsekwencji usunięte z wnętrza komórki właśnie poprzez pompy efflux na drodze 

aktywnego transportu przez błony komórkowe. Wykorzystanie EPI może przyczynić się 

do zwiększenia akumulacji PS we wnętrzu komórki bakteryjnej poprzez ograniczenie ekstruzji 
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substancji do przestrzeni międzykomórkowej. Oznacza to, że wyższe stężenie PS podczas 

naświetlania promieniowaniem o odpowiedniej długości fali, charakterystycznej dla pasm absorpcji 

Q wykorzystanego fotouczulacza, może skutkować bardziej efektywną inaktywacją bakterii 

w wyniku produkcji ROS. Tym samym, poprzez odpowiedni dobór zestawów PS i EPI, możliwe 

jest zwiększenie skuteczności terapii przeciwbakteryjnych, co było jednym z głównych celów 

prowadzonych przeze mnie prac badawczych, które zostaną przedstawione w kolejnym rozdziale 

mojej rozprawy doktorskiej. 

 

Rysunek 1 Kombinowana terapia fotodynamiczna w oparciu o PS i EPI. 



34  Opis prac 
 
 

 

3. Opis prac 

Rozprawa doktorska podsumowuje wyniki badań zawarte w cyklu trzech publikacji, których 

celem była identyfikacja i opracowanie alternatywnych skojarzonych metod antybakteryjnych, 

w oparciu o związki pochodzenia naturalnego, mających zastosowanie zarówno w terapii aPDT, 

jak i ograniczeniu rozwoju struktur przestrzennych formowanych przez bakterie, oraz wykazanie, 

że DHT może zostać z powodzeniem wykorzystana jako ilościowa technika pomiarowa, która 

dotychczas nie była standardowo wykorzystywana w badaniach oceny skuteczności kombinowanej 

aPDT i wpływu substancji na namnażanie się bakterii. 

Każdy z opublikowanych artykułów odnosi się do eksperymentalnej weryfikacji postawionych 

w rozprawie doktorskiej hipotez badawczych. Próbki mikrobiologiczne pozyskałam w ramach 

współpracy z dr hab. Anną Matczuk, prof. uczelni z Zakładu Mikrobiologii Katedry Patologii 

Wydziału Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu oraz prof. dr 

hab. Aliną Wieliczko z Katedry Epizootiologii z Kliniką Ptaków i Zwierząt Egzotycznych Wydziału 

Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu. Do badań wykorzystałam 

bakterie klasyfikowane jako organizmy patogenne kategorii II, zgodnie z załącznikiem nr 1 

do rozporządzenia Ministra Środowiska z dnia 29 listopada 2002 r. (poz. 1798). Wskazane szczepy 

bakteryjne pochodziły z Amerykańskiej Kolekcji Kultur Typowych (ATTC, z ang. American Type 

Culture Collection) lub Polskiej Kolekcji Mikroorganizmów (PCM, z ang. Polish Collection 

of Microorganisms): 

• Proteus mirabilis ATCC 25212, 

• Escherichia coli ATCC 25922, 

• Bacillus cereus PCM 1948, 

• Enterococcus faecalis ATCC 29212. 

Wybór uwarunkowany był przynależnością gatunków zarówno do grupy bakterii Gram-

ujemnych (Proteus mirabilis, Escherichia coli), jak i Gram-dodatnich (Bacillus cereus, Enterococcus faecalis), 

co umożliwiło ocenę skuteczności badanych związków oraz terapii kombinowanej w odniesieniu 

do bakterii o odmiennej budowie ściany komórkowej. Dodatkowo, w obrębie bakterii Gram-

dodatnich uwzględniono organizmy o różnej morfologii: E. faecalis – ziarniak oraz B. cereus – 

laseczka. Wybrane gatunki charakteryzują się ponadto obecnością zróżnicowanych i dobrze 

opisanych systemów pomp efflux, odgrywających kluczową rolę w oporności na substancje 

przeciwdrobnoustrojowe oraz w tworzeniu biofilmów, co czyni je odpowiednimi modelami 

do badań nad modulacją aktywności pomp efflux i jej znaczeniem dla skuteczności aPDT. 

W badaniach wykorzystałam związki pochodzenia naturalnego: dwa PSs – Chlorin e6 

i Pheophorbide a oraz sześć EPIs: berberynę, palmatynę, piperynę, kurkuminę, kapsaicynę 

i kumarynę.  
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3.1. Publikacja 1 – The Enhancement of Antimicrobial 

Photodynamic Therapy of Escherichia Coli by 

a Functionalized Combination of Photosensitizers: In Vitro 

Examination of Single Cells by Quantitative Phase Imaging 

Artykuł ten przedstawia eksperymentalną weryfikację hipotezy badawczej H1, tj. „kombinacja 

dwóch odpowiednio dobranych fotouczulaczy zwiększa akumulację związków wewnątrz komórek 

bakteryjnych oraz prowadzi do uzyskania co najmniej addytywnego efektu terapii 

fotodynamicznej”. 

W ramach przeprowadzonych badań skoncentrowałam się na ocenie możliwości zwiększenia 

skuteczności aPDT poprzez zastosowanie kombinacji dwóch odpowiednio dobranych PS 

w odniesieniu do modelowego mikroorganizmu, jakim były bakterie gatunku Escherichia coli. aPDT, 

mimo udokumentowanego potencjału jako alternatywa wobec klasycznych antybiotyków, 

wykazuje ograniczoną skuteczność wobec bakterii Gram-ujemnych. Wynika to przede wszystkim 

z obecności zewnętrznej błony komórkowej oraz aktywności systemów efflux odpowiedzialnych 

za usuwanie substancji z wnętrza komórki, co utrudnia akumulację PS. W związku z tym podjęłam 

próbę zaproponowania nowej strategii terapeutycznej pozwalającej na zwiększenie 

wewnątrzkomórkowej akumulacji PS, a w konsekwencji na zwiększenie efektywności terapii. 

Pierwszym etapem tej pracy był dobór odpowiedniego zestawu PSs dla kombinowanej terapii 

aPDT i charakteryzacja ich właściwości absorpcyjnych. Wybrałam dwa PS: kationowy 

Pheophorbide a (będący również EPI) oraz anionowy Chlorin e6. Ze względu na kationowy 

charakter Pheophorbide a moduluje transport błonowy i ogranicza aktywność pomp efflux, co 

w konsekwencji sprzyja zwiększonej akumulacji Chlorin e6 w komórkach bakteryjnych (Hurst et 

al., 2019; Sharma et al., 2019).  

Wykorzystując spektroskopię UV-VIS zdefiniowałam pasma absorpcji roztworów obu 

związków. Zarejestrowane widma absorpcyjne wykazały, że oba analizowane PSs wykazują silną 

absorbancję dla długości fali ok. 405 nm. Pozwoliło to na określenie warunków wzbudzenia 

fluorescencji, umożliwiających charakteryzację akumulacji PSs w komórkach bakterii (mikroskopia 

konfokalna, ex=405 nm). Z kolei drugie pasmo absorpcji położone przy długości fali ok. 655 nm 

wykorzystane zostało do indukcji efektu fotodynamicznego i generacji ROS. W eksperymencie 

wykorzystano Escherichia coli wysiewane na agarze tryptynowo-sojowym w temperaturze 37°C 

i zawieszone w 0,9% NaCl o stężeniu 0,5 McFarlanda. Próbki zostały przygotowane na szalkach 

µ-Dish 35 mm. PS rozpuszczone zostały w NaCl, w celu uzyskania stężenia 0,84 mM. Eksperyment 
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obejmował trzy etapy. Pierwszym z nich było dodanie roztworu jednego PS lub ich kombinacji do 

części próbek, przygotowano również próbki kontrolne jasne/ciemne. Wszystkie próbki poddane 

zostały 24 godz. inkubacji w 37°C. Kolejno, każda próbka została przepłukana dwukrotnie 0,9% 

NaCl w celu usunięcia PS, który nie wszedł w interakcje z bakteriami. Tak przygotowane próbki 

zobrazowałam, wykorzystując cyfrowy holotomograf i mikroskop konfokalny. Następnie, część 

próbek poddałam naświetlaniu laserem 655 nm i wraz z pozostałymi umieściłam je w temperaturze 

4°C na 24 godz. W ostatnim etapie ponownie przepłukałam próbki i zobrazowałam.  

Badanie interakcji PS z komórkami po 24 godz. inkubacji przeprowadziłam przy użyciu 

fluorescencyjnego mikroskopu konfokalnego. Pozwoliło to na jakościową ocenę lokalizacji 

i poziomu akumulacji PSs w komórkach E. coli. Analiza kolokalizacji natężenia sygnału 

fluorescencyjnego w pojedynczych komórkach bakteryjnych potwierdziła, że zastosowanie 

kombinacji Chlorin e6 i Pheophorbide a prowadzi do wyraźnie zwiększonej akumulacji związków 

wewnątrz komórek w porównaniu z zastosowaniem każdego PS osobno.  

Kluczowym elementem metodologicznym przeprowadzonych badań było zastosowanie 

cyfrowej holotomografii jako ilościowej, bezznacznikowej techniki obrazowania pojedynczych 

żywych komórek. Zarejestrowane hologramy umożliwiły rekonstrukcję tomogramu 3D-RI 

fragmentu próbki. Metoda ta umożliwiła trójwymiarową analizę RI komórek, który bezpośrednio 

koreluje z gęstością suchej masy komórki oraz jej zmianami strukturalnymi. RI jest wskaźnikiem 

zmian biofizycznych zachodzących w komórkach (Buzalewicz, Ulatowska-Jarża, et al., 2021). 

Dzięki temu możliwe było ilościowe monitorowanie zmian zachodzących w komórkach 

bakteryjnych zarówno na etapie akumulacji fotosensybilizatorów, jak i po przeprowadzeniu terapii 

fotodynamicznej, czyli ich fotoinaktywacji.  

Analiza rozkładów wartości RI składała się z kilku kroków. W pierwszym numerycznie 

zrekonstruowane tomogramy 3D-RI zaimportowano z oprogramowania STEVE 

do oprogramowania MATLAB. Kolejno wybrano pojedynczy tomogram 2D-RI, reprezentujący 

przekrój tomogramu 3D-RI, dla którego uzyskano najlepszy kontrast badanych komórek. 

Zastosowany algorytm opierał się na filtrze medianowym, który zredukował artefakty obecne na 

wybranych tomogramach. Następnie utworzono maskę konturową w oparciu o algorytm 

progowania histogramu RI. Maska konturowa została nałożona na oryginalne dane, umożliwiając 

automatyczne rozróżnienie obszarów zajmowanych przez komórki i bezpośrednie określenie 

wartości RI komórek obecnych w próbce. W rezultacie uzyskano wartości RI pikseli obszarów 

zajmowanych przez komórki. Dla każdego tomogramu określono medianę wartości RI (Pietrowska 

et al., 2022). Na jej podstawie wyznaczono kolejny parametr, jakim jest gęstość suchej masy 

komórek (Friebel & Meinke, 2006). Takiej analizie poddano 20 tomogramów z każdej grupy. 
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We wszystkich analizowanych próbkach inkubowanych przez 24 godz. z PS lub ich 

kompozycją, zaobserwowałam wzrost wartości RI, który wywołany był lokalnymi zmianami 

w gęstości zależnymi od stopnia akumulacji PS wewnątrz komórek. Największy wzrost wartości RI 

zarejestrowałam dla kombinacji PSs, co wskazuje na najefektywniejszą penetrację komórek przez 

zaproponowany zestaw. W analizie tomogramów przeprowadziłam również analizę statystyczną 

pomiędzy grupami eksperymentalnymi. Przyjęłam za punkt odniesienia wartość mediany RI 

komórek w warunkach kontrolnych (bez PS) oraz wartości RI uzyskane po ekspozycji 

na pojedyncze PS i ich kombinację. Różnice pomiędzy tymi warunkami, analizowane przy użyciu 

jednoczynnikowej analizy wariancji, pozwoliły na obiektywną ocenę wpływu kombinacji PS na ich 

wewnątrzkomórkową akumulację. Otrzymane wyniki testów statystycznych potwierdziły, 

że występują istotne różnice pomiędzy analizowanymi grupami komórek. Uzyskana wartość p była 

istotnie mniejsza (6,827 × 10−11) od przyjętego poziomu istotności (0,05), co oznacza, że analiza 

wariancji odrzuciła hipotezę zerową, że wszystkie średnie były równe. 

Analiza tomogramów zarejestrowanych 48 godz. po rozpoczęciu eksperymentu pozwoliła 

na pozyskanie danych na temat efektywności aPDT na podstawie analizy porównawczej próbek 

podanych działaniu fotoinaktywacji i kontrolnych. W przypadku próbek bez dodanego PS 

i niepoddanych naświetlaniu, wartość RI maleje w czasie, co świadczy o obumieraniu komórek 

z powodu braku składników odżywczych. Z kolei próbki z PS, ale nienaświetlane, miały większą 

wartość RI, co świadczy o tym, że zakumulował się w nich PS. W przypadku naświetlanych próbek 

z PS zaobserwowałam spadek wartości RI, co mogło być wywołane przez ich fotoinaktywację. 

Lokalne zmniejszenie gęstości wewnątrzkomórkowej, objawiające się zmianą wartości RI w obrębie 

pojedynczych komórek bakterii, mogą być spowodowane przez fotoinaktywację, która przejawia 

się zmianami ultrastrukturalnymi w komórkach. W wyniku efektu fotodynamicznego zniszczeniu 

ulegają struktury komórkowe bakterii (DNA, ściana komórkowa, rybosomy), ROS/wolne rodniki 

wywołują również denaturację białek i enzymów, zahamowanie syntezy białek lub agregację 

makrocząsteczek cytoplazmatycznych (Alves et al., 2014). Największą różnicę w wartości przed 

naświetlaniem oraz 24 godz. po nim zaobserwowałam w przypadku kombinacji PS, co sugerować 

może, że w przypadku połączenia dwóch substancji proces fotoinaktywacji przebiegł 

najefektywniej. Korzystając z wyznaczonych wartości RI komórek na poszczególnych 

tomogramach obliczyłam kolejny parametr, jakim jest gęstość suchej masy. Fotoinaktywacja 

ma wpływ na skład chemiczny struktur komórkowych, a w konsekwencji na gęstość suchej masy 

(Lam et al., 2014). Spadek gęstości suchej masy zaobserwowano w przypadku wszystkich grup 

poddanych naświetlaniu po dodaniu PS, największą wartość uzyskałam dla kombinacji PS, 

co oznacza, że proces fotoinaktywacji w tej grupie zachodził z największą skutecznością.  
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Porównawcza analiza danych ilościowych jednoznacznie wskazała, że skuteczność terapii 

fotodynamicznej opartej na kombinacji Chlorin e6 i Pheophorbide a była porównywalna z sumą 

efektów uzyskiwanych dla każdego fotosensybilizatora stosowanego oddzielnie, co pozwala uznać 

uzyskany efekt za co najmniej addytywny. Bazując na zmianach gęstości suchej masy komórek 

bakteryjnych, która odzwierciedla zmiany zachodzące w wyniku fotoinaktywacji, wyznaczyłam 

efektywność terapii: w przypadku mieszanki PS wyniosła ona 29,45%, natomiast dla pojedynczych 

PS 13,77% (Chlorin e6) oraz 16,15% (Pheophorbide a). Warto również podkreślić, że jeden 

z zastosowanych PS – Pheophorbide a zaliczany jest do EPIs, co pozwala na zwiększenie penetracji 

komórek przez PS, która jest ograniczona w przypadku bakterii Gram-ujemnych, a tym samym 

osiągnięcie lepszego efektu terapeutycznego. Uzyskane rezultaty stanowią uzasadnienie hipotezy 

H1, zgodnie z którą kombinacja dwóch odpowiednio dobranych PSs przyczynia się do zwiększenia 

akumulacji związków wewnątrz komórek bakteryjnych i wpływa na osiągnięcie co najmniej 

addytywnego efektu terapii fotodynamicznej.  

Innowacyjność zaproponowanego rozwiązania polega nie tylko na zastosowaniu strategii 

terapii kombinowanej, lecz przede wszystkim na ilościowym potwierdzeniu jej skuteczności 

z wykorzystaniem DHT, co znacząco wykracza poza standardowe podejścia stosowane 

w klasycznych badaniach nad aPDT. Warto podkreślić, że analiza tomogramów RI dostarczyła 

informacji niedostępnych w klasycznych technikach obrazowania fluorescencyjnego czy 

konfokalnego, ponieważ umożliwiła ilościowe i bezznacznikowe porównanie właściwości 

fizycznych komórek w czasie rzeczywistym, z zachowaniem ich żywotności. Taki poziom 

szczegółowości i ilościowego opisu zmian w odpowiedzi na terapię fotodynamiczną stanowi 

istotny krok naprzód w badaniach nad mechanizmami akumulacji PS i ich wpływu na efekt 

terapeutyczny, znacznie przewyższając tradycyjne metody. W odróżnieniu od większości doniesień 

literaturowych opartych na testach przeżywalności populacyjnej (Salam et al., 2023; van Dun et al., 

2025), przeprowadzone przeze mnie badania umożliwiły analizę mechanizmów działania terapii na 

poziomie pojedynczych komórek, dostarczając nowych informacji na temat zależności pomiędzy 

akumulacją PS a efektem terapeutycznym.  
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3.2. Publikacja 2 – Efflux pump inhibitors from plant 

compounds: A new strategy to modulate bacterial growth 

and morphology 

Badania przedstawione w tej publikacji ukierunkowałam na weryfikację hipotezy H2, zgodnie 

z którą zastosowanie celowanych EPIs ogranicza formowanie się struktur przestrzennych 

tworzonych przez bakterie. 

W części eksperymentalnej niniejszej rozprawy przeprowadziłam kompleksowe badania nad 

wpływem wybranych naturalnych EPIs na dynamikę rozwoju oraz formowanie się skupisk 

bakteryjnych wybranych gatunków bakterii: Proteus mirabilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis oraz 

Bacillus cereus. Podjęcie tego zagadnienia jest uzasadnione doniesieniami literaturowymi, 

wskazującymi że pompy efflux odgrywają kluczową rolę nie tylko w mechanizmach oporności 

wielolekowej, lecz także w procesach wymiany substancji przez błonę komórkową oraz 

w tworzeniu się struktur komórkowych, takich jak biofilm czy inne formy skupisk bakteryjnych 

(Alav et al., 2018; Nishino et al., 2021). Ograniczenie efektywności tych pomp za pomocą substancji 

modyfikujących ich ekstruzję stanowi obiecującą strategię zaburzenia fizjologii bakterii, 

potencjalnie przekładającą się na ograniczenie kolonizacji powierzchni przez bakterie, co ogranicza 

rozwój biofilmów, co może być istotne w zakresie np. szpitalnych zakażeń bakteryjnych. 

Jak wspomniano, pomiary prowadziłam na 4 gatunkach: bakterie Gram-dodatnie (Enterococcus 

faecalis i Bacillus cereus) i bakterie Gram-ujemne (Proteus mirabilis i Escherichia coli). Uzyskane 

finansowanie w ramach Minigrantu dla doktorantów Politechniki Wrocławskiej (wewnętrzna 

inicjatywa Uczelni, pozwalająca na pozyskanie finansowania na realizację własnego projektu 

badawczego) pozwoliło mi na realizację pierwszej części pomiarów, tj. zbadania wpływu EPIs 

na kinetykę wzrostu bakterii w pożywce płynnej. Ze względu na niską rozpuszczalność EPIs 

(zwłaszcza w stężeniach przekraczających 1 mg/ml), zbadałam żywotność bakterii w pożywce 

z różną domieszką DMSO (z ang. DiMethyl SulfOxide, dimetylosulfotlenek). Powyższe 

eksperymenty pozwoliły stwierdzić, że 5% stężenie DMSO nie ma wpływu na żywotność bakterii, 

a pozwala zwiększyć rozpuszczalność zastosowanych związków. Potwierdzają to również 

doniesienia literaturowe (Alharthi et al., 2021). Na wysokie stężenie DMSO w pożywce bardziej 

wrażliwe są bakterie Gram-dodatnie, np. w przypadku B. cereus 20% DMSO w TSB (z ang. Tryptic 

Soy Broth, bulion tryptono-sojowy) widocznie zahamowuje wzrost po całonocnej inkubacji. 

W ramach tego zadania badawczego wyznaczyłam MIC substancji pochodzenia naturalnego 

zaliczanych do EPIs (berberyna, palmatyna, piperyna, kapsaicyna, kumaryna i kurkumina). Wybór 

EPI uwarunkowany był różnorodnością mechanizmów blokowania pomp efflux oraz 
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powinowactwa do inhibicji pomp należących do równych rodzin. Przeprowadzone badania 

literaturowe potwierdziły, że berberyna, kurkumina i palmatyna mogą działać również jako 

inhibitory Sortazy A (SrtAI, z ang. Sortase A inhibitor) (Alharthi et al., 2021, 2023; Guo et al., 2015; 

Nitulescu et al., 2017). Sortaza A to transpeptydaza cysteinowa, której zadaniem jest przyłączanie 

białek odpowiedzialnych za adhezję i tworzenie biofilmu do ściany komórkowej bakterii Gram-

dodatnich. Zbadałam stężenia EPI (5% v/v DMSO w TSB) od 4096 µg/ml do 8 µg/ml (2-krotnie 

malejące). Po całonocnej inkubacji wykonałam zmodyfikowany test resazuryny (Sarker et al., 2007). 

Wszystkie badania związane z żywotnością wykonane zostały w co najmniej 3 powtórzeniach. 

W wyniku przeprowadzonych doświadczeń stwierdziłam, że żadne z badanych stężeń EPI nie 

spowodowało widocznego zahamowania wzrostu dla P. mirabilis (gatunek został odrzucony 

w dalszej części badań, gdyż nie było możliwe wyznaczenie wymaganych stężeń EPI), w przypadku 

B. cereus brak zmiany zabarwienia został zaobserwowany dla kurkuminy (128 µg/ml), palmatyny 

(2048 µg/ml) i berberyny (1024 µg/ml), dla E. coli zahamowanie wzrostu spowodowała inkubacja 

z roztworem palmatyny (4096 µg/ml), natomiast w przypadku E. faecalis możliwe było wyznaczenie 

MIC dla palmatyny (4096 µg/ml) i berberyny (2048 µg/ml). Zaobserwowane stężenia EPI były 

niższe dla bakterii Gram-dodatnich niż dla bakterii Gram-ujemnych, co wynika z faktu, iż bakterie 

Gram-dodatnie posiadają zewnętrzną warstwę peptydoglikanu, która zapewnia jedynie ograniczoną 

odporność na przepuszczalność (Bamoniri et al., 2010; Rajagopal & Walker, 2017). Wartości MIC 

pozwoliły na określenie stężeń EPI, które zostały wykorzystane w dalszych badaniach. 

Zdecydowałam się na stężenie 4-krotnie mniejsze niż MIC, które nie powodowało pełnej inhibicji 

wzrostu. To właśnie takie stężenie jest wybierane w testach potencjalizacji (Stavri et al., 2007). 

Kolejnym etapem była obserwacja dynamiki namnażania się bakterii w pożywce płynnej (TSB) 

z wykorzystaniem biorekatora z odwróconym wirowaniem. Bazuje on na spektrofotometrycznych 

pomiarach gęstości optycznej (OD, z ang. Optical Density) zawiesiny w czasie, co pozwoliło 

na uzyskanie krzywych wzrostu i identyfikację potencjalnych zmian w poszczególnych fazach. Jako 

przygotowanie do rejestracji kinetyki wzrostu wykonałam kalibrację urządzenia dla 3 wybranych 

gatunków, tj. bakterie Gram-dodatnie: B. cereus oraz E. faecalis; bakterie Gram-ujemne: E. coli. 

Zarejestrowałam kontrolne krzywe wzrostu wymienionych gatunków (co najmniej 12 godz. 

pomiary w 3 powtórzeniach). Kolejno określiłam zależność wartości OD zawiesiny bakteryjnej 

od stężenia EPI (4-krotnie mniejszego niż MIC). Szczegółowej analizie poddane zostały 

logarytmiczne fazy wzrostu. Poza analizą czasu trwania logarytmicznej fazy wzrostu porównałam 

również: maksymalne tempo wzrostu, czas podwojenia oraz maksymalne OD. W przypadku 

B. cereus zaobserwować można, że im niższe tempo wzrostu, tym krótszy czas trwania 

logarytmicznej fazy wzrostu. Spowodowane jest to zaburzeniem proporcji pomiędzy fazami 
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wzrostu – skróceniu ulega faza logarytmiczna, wydłużeniu natomiast faza hamowania. Wynika 

to ze stosowania substancji wykazującej właściwości przeciwbakteryjne w stężeniu niższym niż 

MIC, co wpływa bezpośrednio na zmiany długości poszczególnych faz (Pedreira et al., 2022). 

Można zatem zaobserwować, że jedynie przez krótki czas następuje intensywny wzrost hodowli. 

Dla E. faecalis tendencja była odwrotna, tj. im niższe tempo wzrostu tym dłuższy czas trwania fazy 

logarytmicznej, podobna tendencja jest obserwowana również dla E. coli, co świadczy o tym, 

że rozwój został spowolniony. Największy spadek średniej wartości maksymalnego tempa wzrostu 

zaobserwowałam w przypadku komórek E. faecalis inkubowanych z berberyną i wyniósł on 53,8%. 

Czas podwojenia był odwrotnie proporcjonalny do maksymalnego tempa wzrostu. W przypadku 

zmian w maksymalnej wartości OD dla B. cereus oraz E. faecalis można stwierdzić, że im większe 

zmiany w tempie wzrostu, tym większe zmiany w maksymalnym OD. W przypadku obu gatunków 

obserwowany jest spadek tej wartości. Dla E. coli po inkubacji z palmatyną nastąpił wzrost 

maksymalnego OD, co może świadczyć o zmianach w morfologii komórki tj. zmniejszeniu 

rozmiarów komórek, by ograniczyć zapotrzebowanie na składniki odżywcze w ramach odpowiedzi 

na niekorzystne warunki środowiskowe (Serbanescu et al., 2021). 

Po 24 godz. inkubacji bakterii z EPI przeprowadzono obserwację rozwoju mikrokolonii 

(w 3 powtórzeniach), by określić jak inkubacja z EPI wpływa na zdolność oraz dynamikę rozwoju 

struktur bakteryjnych bezpośrednio na powierzchni, na której się one formują. Aby ilościowo 

i jakościowo ocenić wpływ EPIs na formowanie się skupisk bakteryjnych, zastosowałam DHT – 

zaawansowaną technikę obrazowania fazowego, umożliwiającą trójwymiarową rekonstrukcję RI 

żywych komórek i ich skupiskach bez konieczności stosowania barwienia biochemicznego lub 

znakowania fluorescencyjnego. Przygotowanie próbek mikrobiologicznych uwzględniało 

inkubację zawiesiny bakteryjnej z roztworem EPI przez 24 godz. w temperaturze 37°C, a następnie 

naniesienie tak przygotowanej zawiesiny na warstwę agaru tryptozowo-sojowego, umieszczonego 

w ramce na szkiełku podstawowym. Należy podkreślić, że na potrzeby obserwacji wzrostu skupisk 

bakteryjnych opracowano procedurę przygotowania próbki, umożliwiającą monitorowanie 

zachodzących zmian na cienkiej warstwie podłoża agarowego, której opis znajduje się w publikacji 

(Pietrowska et al., 2025). Obserwacja formowania i rozwoju struktur bakteryjnych została 

przeprowadzona z wykorzystaniem cyfrowego holotomografu i inkubatora pozwalającego na 

utrzymanie stałej temperatury próbki w komorze pomiarowej, co miało określić wpływ EPI na 

rozwój skupisk bakteryjnych, adhezję komórek do podłoża i innych bakterii. Tomogramy 

poszczególnych etapów tego procesu rejestrowane były w 5-minutowych interwałach czasowych 

przez 90 minut. Przeprowadzenie stałej, długoterminowej obserwacji rozwoju struktur od 
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pojedynczych bakterii inkubowanej z EPI oraz komórek nieinkubowanych, aż do mikrokolonii, 

pozwoliło na uzyskanie informacji na temat dynamiki rozwoju struktur.  

Serię numerycznie zrekonstruowanych tomogramów 3D-RI (19 tomogramów dla każdego 

pomiaru), które uzyskano z poszczególnych próbek, zaimportowano z oprogramowania 

STEVE do oprogramowania MATLAB. Wykorzystano protokół opisany w przypadku Publikacji 

1, uzupełniając go o dodatkowy filtr niwelujący szum w zarejestrowanych tomogramach – filtr 

otwarcia (z ang. opening filter). Wyznaczono dodatkowo dane na temat objętości zajmowanej przez 

komórki i tworzone przez nie struktury, co w połączeniu z wyznaczoną gęstością suchej masy 

pozwoliło na określenie suchej masy komórek tworzących analizowane struktury przestrzenne. 

Wyniki uzyskane dla komórek inkubowanych z EPI zostały porównane z pomiarami 

kontrolnymi. Analizowałam medianę wartości RI komórek bakteryjnych, objętość struktur i suchą 

masę bakterii wchodzących w skład tych struktur. Analiza tomogramów wykazała, że w próbkach 

kontrolnych obserwowane były rozwinięte, zwarte struktury skupisk komórkowych o relatywnie 

wysokiej suchej masie i większej objętości niż pozostałe traktowane EPI. W przeciwieństwie 

do tego, w obecności EPIs, tj. w przypadku palmatyny, berberyny i kurkuminy, odnotowałam 

wyraźne zmniejszenie objętości i suchej masy skupisk komórkowych, a także zaburzenia ich 

struktury przestrzennej, w tym brak tworzenia skupisk, spowolnione podziały komórkowe 

i wydłużenie komórek. Zaobserwowane różnice w rozwoju mikrostruktur bakteryjnych wynikają 

z faktu, iż zmiany morfologiczne stanowią jedną z najważniejszych strategii przetrwania bakterii 

patogennych. Wiele gatunków bakterii w obecności stresora przekształca się do nitkowatych form, 

gdzie występuje jedynie elongacja komórki bez podziału (Cayron et al., 2023; Khan et al., 2022). 

Najmniejszy wzrost objętości oraz wydłużanie się komórek (bez ich podziału) odnotowano dla 

B. cereus (1,12 dla kurkuminy, 1,13 dla berberyny i 1,16 dla palmatyny), potencjalnie ze względu na 

podwójne działanie tych związków jako EPI i SrtAI, prowadzące do utrudnionej adhezji bakterii 

do agaru.  

Wyniki potwierdziły, że dodanie EPI do pożywki wpływa na dynamikę podziałów 

komórkowych, zatem mogą zostać wykorzystane do ograniczenia wzrostu bakterii. Dodatkowo, 

komórki po 24 godz. inkubacji z EPI zmieniają charakterystykę rozwoju struktur bakteryjnych 

(następuje spowolnienie podziałów, wydłużanie komórek bez podziałów) bądź rozwój skupisk nie 

następuje. Badanie to wykazało, że spośród przebadanych EPIs pochodzenia naturalnego 

to palmatyna, berberyna i kurkumina mogą być obiecującymi substancjami w terapii 

antybakteryjnej, również jako składnik terapii skojarzonej. 

Uzyskane wyniki potwierdziły spełnienie postawionej hipotezy badawczej H2, zgodnie z którą 

użycie celowanych inhibitorów pomp efflux pozwala na ograniczenie formowania się struktur 
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przestrzennych tworzonych przez bakterie. Wyniki badań świadczą, że EPIs mogą pełnić rolę 

regulatorów tworzenia się skupisk bakterii, co ma istotne konsekwencje zarówno w kontekście 

zrozumienia mechanizmów biologicznych leżących u podstaw formowania przez komórki 

bakteryjne struktur przestrzennych, jak i potencjalnych zastosowań praktycznych – na przykład 

w ograniczaniu dynamiki kolonizacji i zastosowaniach w przemyśle, gdzie wymagane jest 

utrzymanie bezpieczeństwa mikrobiologicznego produktów. W odróżnieniu od większości 

dotychczasowych doniesień, które koncentrowały się głównie na roli EPIs w poprawianiu 

skuteczności antybiotyków lub w hamowaniu pomp efflux jako mechanizmu oporności, moja 

analiza wykazała, że EPIs, stosowane w stężeniu znacznie niższym niż MIC (0,25 MIC), mają 

bezpośredni wpływ na formowane przez bakterie struktury przestrzenne, co stanowi istotny wkład 

w literaturę naukową dotyczącą molekularnych i fenotypowych (zmiany morfologii, objętości oraz 

RI komórek i ich struktur przez nich tworzonych) konsekwencji hamowania aktywności 

transporterów błonowych, jakimi są pompy efflux. Obniżone stężenia EPI pozwalają na redukcję 

stężenia substancji w produktach i ograniczenie potencjalnych skutków ubocznych lub interakcji 

z innymi składnikami. Takie podejście, wykorzystujące zaawansowane techniki ilościowego 

obrazowania fazy, jak DHT, pozwala na precyzyjną, nieniszczącą i bezkontaktową ocenę wpływu 

inhibitorów na zachowanie się bakterii na poziomie pojedynczych komórek i niewielkich struktur 

bakteryjnych, co znacznie wykracza poza tradycyjne metody oceny MIC czy proste pomiary OD. 

Ponadto praca zwraca uwagę na fakt, że wybrane związki roślinne mogą pełnić podwójną rolę 

biologiczną – zarówno jako inhibitory pomp efflux, jak i inhibitory Sortazy A – co otwiera 

perspektywy ich użycia nie tylko w terapii łączonej z antybiotykami, ale również jako dodatków 

funkcjonalnych (np. wydłużających okres przydatności produktu) w przemyśle spożywczym, 

farmaceutycznym czy kosmetycznym. 
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3.3. Publikacja 3 – Plant‑derived efflux pump inhibitors 

potentiate Chlorin e6-based antimicrobial photodynamic 

therapy against Bacillus cereus and Escherichia coli 

Trzecia publikacja z cyklu miała na celu zweryfikowanie hipotezy H3, że zastosowanie 

wybranych inhibitorów pomp efflux (EPIs) zwiększa wewnątrzkomórkową akumulację 

fotouczulacza. 

Badania dotyczyły analizy wpływu EPIs na skuteczność aPDT opartej na zastosowaniu PS 

Chlorin e6, wykorzystując dwa gatunki bakterii Bacillus cereus (Gram-dodatnia) oraz Escherichia coli 

(Gram-ujemna), aby uwzględnić wpływ budowy strukturalnej ich ścian komórkowych. 

W badaniach wykorzystano następujące EPI: kapsaicyna, piperyna, kurkumina, berberyna, 

palmatyna i kumaryna. Podjęcie tego zagadnienia było uzasadnione licznymi doniesieniami 

literaturowymi wskazującymi, że aktywność pomp efflux stanowi istotną barierę ograniczającą 

skuteczność terapii fotodynamicznej, szczególnie poprzez aktywne usuwanie PSs z wnętrza 

komórek bakteryjnych do przestrzeni zewnątrzkomórkowej (da Cunha et al., 2025; Sheng et al., 

2022; Zhou et al., 2025). W konsekwencji prowadzi to do obniżenia lokalnej generacji ROS oraz 

wymusza stosowanie wyższych stężeń PS, co może zwiększać ryzyko działań niepożądanych 

i obniżać selektywność terapii.  

Badania przeprowadziłam na dwóch gatunkach bakterii Bacillus cereus oraz Escherichia coli. Dobór 

gatunków bakterii uwarunkowany był ekspresją pomp efflux z określonych rodzin: B. cereus 

wykazuje ekspresję ponad 50 pomp z rodziny MFS, 28-30 z rodziny ABC oraz 3-5 pomp z rodziny 

RND, MATE oraz SMR (Hassan et al., 2017), w przypadku E. coli scharakteryzowano pompy efflux 

z rodzin RND oraz MFS (Chetri et al., 2019; Chowdhury et al., 2019; Ciusa et al., 2022). 

Przygotowanie próbek mikrobiologicznych oraz roztworów PS i EPI zostało nieznacznie 

zmodyfikowane w stosunku do Publikacji 1, tj. jako rozpuszczalnik wykorzystany został PBS 

(z ang. Phosphate Buffered Saline, sól fizjologiczna buforowana fosforanem), ponadto do sporządzenia 

roztworów PS oraz EPIs zastosowano dodatek DMSO (1% v/v DMSO w PBS). Zmiana pozwoliła 

na ograniczenie agregacji PS i EPI oraz zwiększyła ich rozpuszczalność w roztworze. 

Przeprowadzone zostały pomiary właściwości absorpcyjno-emisyjnych EPIs 

z wykorzystaniem spektrofotometrii UV-VIS. Poszerzyłam badania o testy MIC (wykonane 

zgodnie z procedurą opisaną w Publikacji 2) oraz testy żywotności z wykorzystaniem resazuryny, 

uprzednio testując kilka różnych protokołów. Pozwoliły one potwierdzić, że EPIs w stężeniach 

zastosowanych w badaniach nie hamują wzrostu bakterii po całonocnej inkubacji, co oznacza, 
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że nie są toksyczne w wybranych przeze mnie stężeniach. Poza wizualną oceną zmiany zabarwienia 

(z niebieskiej resazuryny na różową rezorufinę), wykonałam pomiary absorbancji 

z wykorzystaniem czytnika płytek Infinite M Nano+ (Tecan). Stężenia roztworów EPIs dobrałam 

następująco: kapsaicyna, kumaryna i piperyna 25 μg/ml, kurkumina 50 μg/ml, berberyna 

i palmatyna 250 μg/ml.  

Do zbadania akumulacji PS we wnętrzu komórek bakteryjnych inkubowanych z EPI oraz 

w jego nieobecności wykorzystałam fluorescencyjny mikroskop konfokalny oraz cyfrowy 

holotomograf. Procedura pomiarowa opiera się na wcześniej zaproponowanej przez mnie 

procedurze opisanej w Publikacji 1. Obrazy z mikroskopu konfokalnego umożliwiły ocenę 

poziomu akumulacji Chlorin e6 wewnątrz komórek bakteryjnych w obecności poszczególnych 

EPIs. Przeprowadziłam również analizę ilościową zintegrowanego natężenia fluorescencji 

(całkowita ilość emitowanej fluorescencencji w odniesieniu do powierzchni komórki). 

Stwierdziłam, że akumulacja PS zachodzi skuteczniej w bakteriach Gram-dodatnich, co przejawia 

się wyższą wartością natężenia fluorescencji. Dla bakterii Gram-ujemnych wartości mieszczą się 

w zakresie od ok. 20 a.u./µm2 do ok. 140 a.u./µm2, natomiast w przypadku bakterii Gram-

dodatnich osiągają wartości bliskie 220 a.u./µm2. Są za to odpowiedzialne: grubsza warstwa 

porowatego peptydoglikanu i brak dodatkowej błony zewnętrznej (Rajagopal & Walker, 2017). 

W przypadku B. cereus najwyższe wartości natężenia fluorescencji uzyskano dla bakterii 

inkubowanych z piperyną i Chlorin e6. Wartości wyższe niż dla grupy kontrolnej (z Chlorin e6) 

uzyskano również dla kapsaicyny i Chlorin e6 oraz kumaryny i Chlorin e6, ale różnice te nie 

są statystycznie istotne, co potwierdza test Kruskala-Wallisa wraz testem post-hoc (Dunn). 

Uzyskana wartość p była wyższa (0,49 dla kapsaicyny i Chlorin e6 oraz 1 dla kumaryny i Chlorin 

e6) od przyjętego poziomu istotności (0,05). W przypadku bakterii E. coli dodanie berberyny 

i palmatyny najskuteczniej sprzyjało gromadzeniu się Chlorin e6 w komórkach. Wynik ten 

zinterpretowałam jako dowód zwiększonej akumulacji PS wewnątrz komórek bakteryjnych 

w wyniku ograniczenia jego aktywnego usuwania przez pompy efflux. 

 Kluczowym elementem analizy ilościowej była DHT, którą zastosowałam 

do trójwymiarowego, bezznacznikowego obrazowania żywych komórek oraz do ilościowej analizy 

zmian RI komórek. Parametr ten jest bezpośrednio powiązany z gęstością suchej masy komórki 

oraz rozkładem substancji wewnątrz komórki, dzięki czemu umożliwia pośrednią ocenę zarówno 

akumulacji PS i/lub EPI, jak i zmian strukturalnych wywołanych aPDT (Oh et al., 2020; Pietrowska 

et al., 2022). W tym celu wykorzystałam 20 tomogramów z każdej grupy. Zarejestrowane 

tomogramy przeanalizowałam w oprogramowaniu ImageJ, wykorzystując algorytm MIP (z ang. 

Maximum Intensity Projection) i proces segmentacji wraz z maską konturową. We wszystkich 
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analizowanych grupach, wyłączając grupę kontrolną, zaobserwowałam wzrost wartości RI, który 

wywołany był lokalnymi zmianami gęstości, zależnymi od stopnia akumulacji PS. Największy 

wzrost wartości RI zaobserwowałam dla kombinacji piperyny z Chlorin e6 w przypadku B. cereus 

oraz kombinacji palmatyny i Chlorin e6 w przypadku E. coli, co wskazuje na najefektywniejszą 

penetrację komórek przez zaproponowany zestaw PS+EPI dla poszczególnych gatunków bakterii.  

Analiza tomogramów, zarejestrowanych 48 godz. po rozpoczęciu eksperymentu, pozwoliła 

również na pozyskanie danych na temat efektywności aPDT. W przypadku próbek bez PS 

i niepoddanych naświetlaniu wartość RI maleje w czasie, co spowodowane może być brakiem 

dostępu do substancji odżywczych, natomiast próbki nienaświetlane, ale inkubowane z PS 

charakteryzują się wzrostem RI. W przypadku naświetlanych próbek inkubowanych z PS 

zaobserwowałam spadek RI, co mogło być wywołane przez ich fotoinaktywację i zachodzące w jej 

wyniku zmiany w strukturze komórki (Buzalewicz, Ulatowska-Jarża, et al., 2021). Największą 

różnicę w wartości RI przed naświetlaniem oraz 24 godz. po nim zaobserwowano w przypadku 

piperyny i Chlorin e6 (B. cereus) oraz berberyny i Chlorin e6 (E. coli), co sugerować może, 

że w przypadku połączenia dwóch substancji proces fotoinaktywacji przebiegł najefektywniej. 

Korzystając z wyznaczonych wartości RI komórek na poszczególnych tomogramach, obliczyłam 

kolejny parametr, jakim jest gęstość suchej masy. Fotoinaktywacja bakterii ma wpływ na skład 

struktur komórkowych, gdyż w jej wyniku zniszczeniu ulegają m.in. ściana komórkowa i rybosomy. 

Ostatecznie zmianie ulega również gęstość suchej masy komórek (Pietrowska et al., 2022). Spadek 

wartości tego parametru zaobserwowałam w przypadku wszystkich grup poddanych naświetlaniu 

po dodaniu PS. Analiza porównawcza skuteczności terapii wykazała, że zastosowanie naturalnych 

EPIs prowadziło do znaczącego wzrostu efektywności aPDT – zarówno w modelu bakterii Gram-

dodatnich (Bacillus cereus), jak i Gram-ujemnych (Escherichia coli).  

Bazując na zmianach gęstości suchej masy wyznaczyłam efektywność terapii w porównaniu do 

monoterapii z wykorzystaniem samego Chlorin e6: w przypadku B. cereus względna zmiana gęstości 

suchej masy wyniosła 273,9% (piperyna i Chlorin e6), 234,77% (berberyna i Chlorin e6) oraz 

211,58% (palmatyna i Chlorin e6), w przypadku E. coli najwyższa wartość – 227,72% 

zaobserwowana została dla mieszanki berberyny i Chlorin e6, kolejno dla kumaryny i Chlorin e6 

(172,77%) oraz palmatyny i Chlorin e6 (148,02%). Zaobserwowany wzrost skuteczności, sięgający 

kilkukrotnego zwiększenia efektu terapeutycznego w porównaniu z monoterapią Chlorin e6, 

jednoznacznie potwierdził, że zwiększona wewnątrzkomórkowa akumulacja PS przekłada się 

bezpośrednio na intensyfikację działania fotodynamicznego. Co istotne, uzyskane wyniki wskazują, 

że dzięki zastosowaniu odpowiednio dobranych EPIs możliwe jest osiągnięcie wysokiej 

skuteczności terapeutycznej przy potencjalnie niższych stężeniach PS w przestrzeni 
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zewnątrzkomórkowej, co stanowi istotny krok w kierunku ograniczenia działań niepożądanych 

terapii fotodynamicznej. Wówczas istnieje niewielkie prawdopodobieństwo uszkodzenia pobliskich 

komórek. 

Znaczące zredukowanie gęstości suchej masy podkreśla istotną rolę EPI w przeciwdziałaniu 

mechanizmom oporności bakterii. Poprzez hamowanie pomp efflux uniemożliwiają usuwanie 

substancji antybakteryjnych z wnętrza komórek bakteryjnych, co prowadzi do zwiększenia ich 

stężenia wewnątrzkomórkowego i przywrócenia skuteczności już istniejących środków 

terapeutycznych. Uzyskane wyniki wskazują, że EPI mogą pełnić funkcję wartościowych 

adiuwantów w profilaktyce oraz zwalczaniu infekcji wywołanych przez bakterie wielolekooporne. 

Ponadto badania potwierdzają potencjał fotoinaktywacji komórek bakteryjnych przy użyciu 

proponowanych kombinacji substancji w połączeniu z naświetlaniem aPDT. Otrzymane rezultaty 

stanowią solidną podstawę do dalszych prac nad opracowywaniem nowych kombinacji związków 

pochodzenia roślinnego o działaniu przeciwbakteryjnym. 

Innowacyjność zaproponowanego rozwiązania polega na połączeniu naturalnych EPI z terapią 

fotodynamiczną zarówno w przypadku bakterii Gram-ujemnej, jak i Gram-dodatniej, oraz 

na wykorzystaniu techniki ilościowego obrazowania fazy jako narzędzia do oceny mechanizmów 

leżących u podstaw zwiększonej skuteczności terapii. W przeciwieństwie do większości 

dotychczasowych doniesień, które koncentrują się głównie na pomiarach przeżywalności 

populacyjnej, przeprowadzone przeze mnie badania umożliwiły bezpośrednią analizę zmian 

wewnątrzkomórkowych na poziomie pojedynczych komórek, dostarczając nowych dowodów 

potwierdzających rolę pomp efflux w regulacji akumulacji PSs. Uzyskane wyniki potwierdzają 

spełnienie postawionej hipotezy badawczej H3 i wskazują, że celowane wykorzystanie EPIs 

stanowi obiecującą strategię zwiększania efektywności i selektywności terapii fotodynamicznej 

poprzez zwiększenie akumulacji PS, wpisując się w aktualne, światowe trendy badań nad 

alternatywnymi metodami zwalczania zakażeń bakteryjnych.  
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4. Podsumowanie i kierunek przyszłych badań 

Publikacje wchodzące w skład cyklu odnoszą się bezpośrednio do hipotez badawczych 

przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej, których celem było opracowanie 

alternatywnych strategii przeciwbakteryjnych w oparciu o związki pochodzenia naturalnego, 

ukierunkowanych na modulację fizjologii bakterii poprzez hamowanie aktywności pomp efflux 

oraz ilościową ocenę skutków tych oddziaływań na poziomie pojedynczych komórek 

z wykorzystaniem DHT. 

Punktem wyjścia prowadzonych badań było założenie, że pompy efflux pełnią w komórkach 

bakteryjnych rolę znacznie szerszą niż jedynie mechanizm oporności na antybiotyki, a ich 

częściowe hamowanie może prowadzić do istotnych zmian w morfologii i rozwoju struktur 

bakteryjnych, niewymagających stosowania dawek bakteriobójczych.  

Badania przeprowadzono na wybranych gatunkach bakterii Gram-ujemnych (Escherichia coli, 

Proteus mirabilis) oraz Gram-dodatnich (Bacillus cereus, Enterococcus faecalis), co umożliwiło analizę 

wpływu proponowanych terapii w odniesieniu do drobnoustrojów o odmiennej budowie ściany 

komórkowej, morfologii oraz zróżnicowaniu w występujących pompach efflux. W przypadku 

gatunków należących do bakterii Gram-ujemnych dominującą rodziną pomp efflux jest RND, 

natomiast w przypadku E. coli można wyróżnić również pompy efflux z rodzin MFS oraz MATE. 

B. cereus posiada głównie pompy efflux z rodzin MFS i ABC, jednakże występują w przypadku tego 

gatunku również pompy należące do RND, MATE oraz SMR. Wybrane gatunki są powszechnie 

spotykane zarówno w zakażeniach klinicznych, jak i w środowisku naturalnym oraz klasyfikowane 

jako patogeny kategorii II, co dodatkowo uzasadnia ich dobór jako modeli badawczych. 

W ramach cyklu publikacji zaproponowano zastosowanie terapii kombinowanych opartych 

na PSs – anionowym Chlorin e6 oraz kationowym Pheophorbide a – a także inhibitorach pomp 

efflux pochodzenia naturalnego. Dobór EPI wynikał z ich udokumentowanej aktywności 

biologicznej, niskiej toksyczności oraz potencjału do działania w stężeniach subinhibitoryjnych. 

Do ilościowej analizy efektów oddziaływania EPI oraz terapii skojarzonych zastosowano zestaw 

komplementarnych metod pomiarowych, obejmujących bioreaktor z odwróconym wirowaniem 

do monitorowania dynamiki wzrostu populacji bakteryjnych oraz DHT do bezznacznikowego 

obrazowania i analizy zmian biofizycznych na poziomie pojedynczych komórek. 

Zaproponowano wykorzystanie terapii kombinowanej w oparciu o dwa fotouczulacze 

anionowy Chlorin e6 i kationowy Pheophorbide a (Publikacja 1), jak i sześć EPI pochodzenia 

naturalnego w połączeniu z PS (Publikacja 3). Ponadto, korzystając z bioreaktora, ilościowo 

przeanalizowano jak dodatek EPI wpływa na rozwój hodowli bakteryjnej czterech gatunków 
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bakterii oraz zbadano zdolność inkubowanych komórek bakteryjnych do tworzenia skupisk 

na podłożu agarowym, wykorzystując DHT (Publikacja 2). 

Najważniejsze wyniki cyklu publikacji wykazały, że kombinacja PSs o uzupełniających się 

właściwościach fizykochemicznych prowadzi do zwiększonej akumulacji PSs wewnątrz komórek 

bakteryjnych, co przekłada się na wyższą efektywność terapii. Potwierdziłam, że skuteczność 

terapii kombinowanej, wynosząca 29,45%, przewyższa skuteczność monoterapii: uzyskano 

skuteczność wynoszącą 13,77% w przypadku Chlorin e6 i 16,15% w przypadku Pheophorbide a. 

Potwierdziłam również, że EPI stosowane w stężeniach znacznie niższych niż MIC wywierają 

bezpośredni wpływ na rozwój populacji bakteryjnych oraz organizację przestrzenną struktur 

tworzonych przez bakterie. W przeciwieństwie do większości dotychczasowych doniesień, 

koncentrujących się na roli EPIs głównie jako adiuwantów antybiotykowych, przeprowadzone 

badania potwierdziły, że częściowe hamowanie aktywności transporterów błonowych prowadzi 

do istotnych zmian fenotypowych niezależnych od efektu zahamowania wzrostu. Tym samym 

wykazałam, że pompy efflux odgrywają kluczową rolę w formowaniu struktur przestrzennych. 

W trzeciej publikacji udowodniłam, że wykorzystanie niskich stężeń wybranych EPIs (< 0,25 MIC) 

prowadziło do bardziej efektywnej akumulacji PS wewnątrz komórek bakteryjnych, co przełożyło 

się na wyraźny wzrost skuteczności aPDT. W przypadku Bacillus cereus zastosowanie piperyny 

w połączeniu z Chlorin e6 prowadziło do istotnego zwiększenia skuteczności terapii 

fotodynamicznej, które wynosiło 273,90% względem strategii opierającej się wyłącznie na PS. 

Z kolei u Escherichia coli kombinacja berberyny z Chlorin e6 skutkowała wzrostem efektu 

terapeutycznego o 227,72% w porównaniu z terapią opartą jedynie na PS. Istotnym elementem 

nowości zaproponowanego podejścia było również wykorzystanie DHT jako ilościowej techniki 

pomiarowej w badaniach nad aPDT i EPI. 

Wyniki te zostały opublikowane w czasopismach o zasięgu międzynarodowym oraz 

zaprezentowane na konferencjach krajowych i międzynarodowych, a ich realizacja była możliwa 

dzięki interdyscyplinarnej współpracy z zespołami mikrobiologicznymi Uniwersytetu 

Przyrodniczego we Wrocławiu. 

Wykorzystanie technik takich jak DHT, mikroskopia konfokalna czy bioreaktor z odwróconym 

wirowaniem, które są stosunkowo proste w adaptacji w laboratoriach biologicznych, 

toksykologicznych i medycznych, co może umożliwić szerokie zastosowanie metod ilościowej 

analizy zmian wewnątrzkomórkowych bez konieczności stosowania znaczników, co mogłoby 

uprościć protokoły badawcze i skrócić czas diagnostyczny, zarówno w warunkach badawczych, jak 

i diagnostyki klinicznej i weterynaryjnej. Te metody mogą być alternatywą w kontekście klasycznych 

technik mikrobiologicznych. Zaproponowane w publikacjach nowe strategie walki z bakteriami 
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oraz zastosowanie techniki pomiarowej dotychczas nie stosowanej w tym kontekście – DHT, mogą 

przyczynić się do opracowania skutecznej metody inaktywacji komórek i śledzenia zachodzących 

zmian na poziomie pojedynczych komórek, a co za tym idzie – mogłyby przynieść znaczący postęp 

w rozwoju nowych kierunków terapii przeciwbakteryjnej. 

Stworzona na potrzeby tych obserwacji procedura przygotowania próbki może zostać 

wykorzystana w innych badaniach, w których istotne jest śledzenie zmian zachodzących już od 

pojedynczej komórki bakteryjnej (Pietrowska et al., 2025). Wykorzystanie związków pochodzenia 

naturalnego jest widocznym trendem w badaniach naukowych poświęconych nowym strategiom 

terapeutycznym, nie tylko w kontekście infekcji bakteryjnych (Choi et al., 2025; Liu et al., 2025; Uc-

Cachón et al., 2025). Przeprowadzone badania wpisują się w priorytetowe kierunki rozwoju terapii 

przeciwbakteryjnych, a prezentowane wyniki udowadniają, że zaproponowane kombinacje 

wykazują potencjał w zastosowaniach antybakteryjnych, nie tylko w kontekście klinicznym, ale 

również przemysłowym.  

Zastosowanie terapii kombinowanej w leczeniu infekcji bakteryjnych mogłoby przynieść 

znaczący postęp w rozwoju terapii przeciwbakteryjnej. Wiele badań wskazuje, że substancje 

pochodzenia naturalnego wykazują działanie przeciwbakteryjne i mogą pełnić rolę EPI, 

przyczyniając się do ponownego uwrażliwienia bakterii na substancje, na które były oporne 

i wzmacniając efekt stosowanej terapii, działając jako adiuwanty antybiotykowe (Kalia et al., 2012; 

Negi et al., 2014; Prasch et al., 2019; Setiawan et al., 2021). Z punktu widzenia praktyki klinicznej 

proponowane podejścia mają potencjał skrócenia czasu leczenia i zwiększenia skuteczności 

leczenia przewlekłych zakażeń bakteryjnych. Dalsze prace mogą prowadzić do opracowania 

zestawów PS + EPI celowanych w konkretne gatunki bakterii w celu zwalczania zakażeń 

szpitalnych, pielęgnacji ran (stopa cukrzycowa, odleżyny), tworzenia opatrunków antybakteryjnych 

czy dezynfekcji powierzchni. Potencjalnym obszarem zastosowań tak opracowanych zestawów są 

fotoaktywne maści i żele do stosowania na rany zewnętrzne oraz powłoki powierzchni 

medycznych.  

W kontekście zdrowia publicznego oraz środowiskowym, zastosowanie EPIs i aPDT może 

mieć wpływ na ograniczenie transmisji zakażeń poprzez dezaktywację patogenów w środowisku – 

na przykład w kontekście uzdatniania wody, dezynfekcji powierzchni publicznych czy kontroli 

mikrobiologicznej w systemach wentylacyjnych i uzdatniania ścieków. Metody te mogą być 

stosowane jako alternatywa lub uzupełnienie klasycznych środków chemicznych, które bywają 

nieskuteczne wobec bakterii lub pozostawiają toksyczne produkty. Dzięki zastosowaniu 

zaproponowanych metod ryzyko rozprzestrzeniania się opornych szczepów w środowisku może 

ulec znacznemu ograniczeniu. 
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EPIs znaleźć mogą również zastosowanie w przemyśle, jako składnik produktów mający 

za zadanie ograniczać rozwój bakterii i przedłużający ich trwałość. W ten sposób możliwe będzie 

zastąpienie syntetycznych konserwantów związkami pochodzenia roślinnego, co wpisuje się w ideę 

czystej etykiety (Vashisht et al., 2025). Mogą zostać również wykorzystane jako związki, którymi 

będą domieszkowane opakowania produktów bądź powłoki różnych urządzeń. Ponadto 

kombinowana terapia fotodynamiczna z wykorzystaniem EPI może znaleźć zastosowanie 

w przemyśle spożywczym, zarówno w zakładach produkcyjnych, jak i przetwarzających żywność. 

Pozwoli to na ograniczenie kontaminacji produktów na jakimkolwiek etapie ich wytwarzania, przez 

co zostanie zwiększone bezpieczeństwo mikrobiologiczne żywności. 

W celu wprowadzenia zaproponowanych kombinacji do użytku komercyjnego, konieczne jest 

prowadzenie dalszych badań, które potwierdzą ich skuteczność dla konkretnych gatunków bakterii, 

ale i ich warunków środowiskowych. Istotne jest również szczegółowe poznanie mechanizmów 

działania EPI na komórki bakteryjne. 

Podsumowując, wyniki uzyskane w oparciu o trzy analizowane publikacje wskazują, że strategia 

łącząca celowane EPI z aPDT oraz zaawansowane techniki ilościowego obrazowania mogą znaleźć 

zastosowanie w znacznym zwiększeniu skuteczności terapii przeciwbakteryjnych, ograniczeniu 

formowania się struktur bakteryjnych oraz redukcji transmisji zakażeń w szerokim spektrum 

kontekstów zdrowotnych i środowiskowych. Realizacja tych podejść może przyczynić się 

do bardziej efektywnej kontroli zakażeń bakteryjnych, ograniczenia stosowania antybiotyków oraz 

wspierania zrównoważonych praktyk w ochronie zdrowia ludzi, zwierząt, roślin oraz środowiska. 
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Wykształcenie 

Tytuły zawodowe 

2021 – obecnie Politechnika Wrocławska, Szkoła Doktorska, dziedzina nauk inżynieryjno-

technicznych, dyscyplina inżynieria biomedyczna. 

2020 – 2021 Politechnika Wrocławska, Wydział Podstawowych Problemów Techniki, 

studia II stopnia (magisterskie) na kierunku inżynieria biomedyczna 

w specjalności optyka biomedyczna. Uzyskanie tytułu magistra 

z wyróżnieniem w dniu 9 lipca 2021 r. 

Praca magisterska „Wykorzystanie mikroskopu holograficznego do badania biofilmu 

bakteryjnego” 

Promotor: dr inż. Iwona Hołowacz, prof. uczelni 

2016 – 2020 Politechnika Wrocławska, Wydział Podstawowych Problemów Techniki, 

studia stacjonarne I stopnia (inżynierskie) na kierunku inżynieria 

biomedyczna w specjalności optyka biomedyczna. Uzyskanie tytułu 

inżyniera z wyróżnieniem w dniu 6 lutego 2020 r. 

Praca inżynierska „Wykorzystanie mikroskopu holograficznego do różnicowania 

tkanek zwierzęcych” 

Promotor: dr inż. Iwona Hołowacz, prof. uczelni
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Wieliczko, A., Wolf-Baca, M., & Buzalewicz, I. (2022). The Enhancement of Antimicrobial 

Photodynamic Therapy of Escherichia Coli by a Functionalized Combination 

of Photosensitizers: In Vitro Examination of Single Cells by Quantitative Phase Imaging. 

International Journal of Molecular Sciences, 23(11), 6137. 

https://doi.org/10.3390/ijms23116137 
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MNiSW2022: 140 pkt 
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Olbromski, M., Kmiecik, A., Krzyżak, E., Pietrowska, A., Moskal, J., Podhorska-Okołów, 
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Podbielska, H., Wieliczko, A., Witkiewicz, W., & Jędruchniewicz, N. (2024). Quantifying 

the Dynamics of Bacterial Biofilm Formation on the Surface of Soft Contact Lens Materials 

Using Digital Holographic Tomography to Advance Biofilm Research. International Journal 

of Molecular Sciences, 25(5), 2653. https://doi.org/10.3390/ijms25052653 
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Liczba cytowań (według bazy Web of Science, bez autocytowań): 7 

4. Pietrowska, A., Guźniczak, M., Kublicka, A., Matczuk, A., Wieliczko, A., Ulatowska‑Jarża, 

A., & Buzalewicz, I. (2025). Efflux pump inhibitors from plant compounds: A new strategy 

https://doi.org/10.3390/ijms23116137
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2023.114520
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to modulate bacterial growth and morphology. Industrial Crops and Products, 233, 121378. 

https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2025.121378 

IF2024: 6,2 

MNiSW2024: 200 pkt 

Liczba cytowań (według bazy Web of Science, bez autocytowań): 0 

5. Talarczyk, A., Kublicka, A., Matczuk, A., Wieliczko, A., Ulatowska‑Jarża, A., & Buzalewicz, 

I. (2026). Plant-derived efflux pump inhibitors potentiate Chlorin e6-based antimicrobial 

photodynamic therapy against Bacillus cereus and Escherichia coli. Biochemical and Biophysical 

Research Communications, 797, 153214. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2025.153214 

IF2024: 2,2 

MNiSW2024: 100 pkt 

Liczba cytowań (według bazy Web of Science, bez autocytowań): 0 

Dane na 22.02.2026 r.: 

• Sumaryczny Impact Factor publikacji (zgodnie z rokiem publikacji): 25.8 

• Sumaryczna liczba punktów MNiSW publikacji (zgodnie z rokiem publikacji): 720 pkt 

• Sumaryczna liczba cytowań (według bazy Web of Science, bez autocytowań): 19 

• Indeks Hirscha (według bazy Web of Science): 3 
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Konferencje 

Konferencje o zasięgu krajowym: 

1. Prezentacja referatu ustnego pt. "Combined antimicrobial photodynamic therapy: a new 

approach for modern treatment", XXIII Polish Conference on Biocybernetics and 

Biomedical Engineering (PCBBE 2023): 27-29.09.2023, Łódź. 

(Autorzy: Aleksandra Pietrowska, Agnieszka Ulatowska-Jarża, Iwona Hołowacz, Anna K. 

Matczuk, Alina Wieliczko, Igor Buzalewicz) 

2. Prezentacja referatu ustnego pt. "Perspektywy wykorzystania inhibitorów pomp efflux 

pochodzenia roślinnego w terapii antybakteryjnej”, VI Ogólnopolska Konferencja 

Naukowa „Perspektywy wykorzystania roślin w nauce i przemyśle”: 23.11.2024. 

(Autorzy: Aleksandra Pietrowska, Agnieszka Ulatowska-Jarża, Anna K. Matczuk, Alina 

Wieliczko, Igor Buzalewicz) 

3. Prezentacja referatu ustnego pt. „Efflux pump inhibitors from plant compounds: A new 

strategy to modulate bacterial growth and morphology”, Conference for Young Biomedical 

Engineering Researchers (CYBER 2025): 23.06.2025, Wrocław. 

(Autorzy: Aleksandra Pietrowska, Guźniczak Mateusz, Kublicka Agata, Anna K. Matczuk, 

Agnieszka Ulatowska-Jarża, Igor Buzalewicz) 

Konferencje o zasięgu międzynarodowym: 

4. Prezentacja referatu ustnego pt. "Multifunctional phenotyping of bacteria by digital 

holotomography and Kelvin probe microscopy: a new approach for multipurpose 

diagnostics", 2022 2nd International Symposium on Biomedical Engineering and 

Computational Biology (BECB 2022) : 13-15.08.2022, Nanchang, China, online. 

(Autorzy: Aleksandra Pietrowska, Agnieszka Ulatowska-Jarża, Iwona Hołowacz, Paweł 

Żyłka, Alina Wieliczko, Igor Buzalewicz) 

5. Współautorka badań przedstawianych w formie referatu (prezentacja ustna) pt. „New 

perspectives in bacteria sensing based on label-free, multiparametric, optical phenotyping 

of single cells by quantitative phase imaging”, Biosensors 2023 : 33rd Anniversary World 

Congress on Biosensors: 5-8.06.2023, Busan, South Korea. 

(Autorzy: Igor Buzalewicz, Agnieszka Ulatowska-Jarża, Aleksandra Pietrowska, Anna K. 

Matczuk, Mirela J. Wolf-Baca, Alina Wieliczko) 
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6. Prezentacja referatu ustnego pt. "Ocena efektywności przeciwdrobnoustrojowej terapii 

fotodynamicznej z wykorzystaniem ilościowego obrazowania fazy”, InterTechDOC’24: IX 

Międzynarodowa Interdyscyplinarna Konferencja Uczelni Technicznych: 20-21.05.2024, 

Ustroń. 

(Autorzy: Aleksandra Pietrowska, Agnieszka Ulatowska-Jarża, Mateusz Guźniczak, Anna 

K. Matczuk, Alina Wieliczko, Igor Buzalewicz) 

7. Współautorka badań przedstawianych w formie referatu (prezentacja ustna) pt. „Analiza 

biomechaniki struktur przestrzennych tworzonych przez bakterie po zastosowaniu terapii 

przeciwdrobnoustrojowych” InterTechDOC’24: IX Międzynarodowa Interdyscyplinarna 

Konferencja Uczelni Technicznych: 20-21.-05.2024, Ustroń.  

(Autorzy: Mateusz Guźniczak, Agnieszka Ulatowska-Jarża, Kamila Korzekwa, Igor 

Buzalewicz, Aleksandra Pietrowska) 
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Projekty badawcze 

1. Stypendystka w projekcie OPUS21: Wieloparametryczne fenotypowanie bakterii 

i formowanych przez nie struktur przestrzennych (nr rej.: 2021/41/B/ST7/04002), 

12.2022 – 12.2024  

Zakres prac obejmował: wykonywanie eksperymentów skupionych na optycznych pomiarach 

struktur przestrzennych (pojedyncze komórki, mikrokolonie, biofilmy) tworzonych przez 

bakterie wybranych gatunków z wykorzystaniem cyfrowej tomografii holograficznej, 

mikroskopii konfokalnej, w tym optymalizacja warunków pomiaru, wstępna analiza wyników, 

gromadzenie danych zgodnie z planem zarządzania danymi, sporządzanie zestawień i raportów. 

W ramach tego projektu wykonałam pomiary z wykorzystaniem cyfrowego holotomografu, 

których wyniki zostały omówione w niniejszej rozprawie. 

2. Kierownik projektu Minigranty (edycja 2024) dla doktorantów Szkoły Doktorskiej 

Politechniki Wrocławskiej: Wpływ inhibitorów pomp efflux pochodzenia naturalnego na 

kinetykę wzrostu bakterii w pożywce płynnej, 04.2024-12.2024. 

Przygotowany przeze mnie wniosek uzyskał finansowanie w trybie konkursowym, co 

pozwoliło na zakup odczynników i materiałów zużywalnych, niezbędnych do realizacji 

pomiarów z wykorzystaniem bioreaktora. Oczekiwanym rezultatem było ustalenie stężenia 

poszczególnych inhibitorów pomp efflux, które wpływają na charakterystykę rozwoju hodowli. 

W ramach projektu wykorzystano 6 inhibitorów pomp efflux. Były to: kapsaicyna, piperyna, 

kurkumina, berberyna, palmatyna i kumaryna. Każdy gatunek bakterii, w zależności od 

warunków inkubacji, cechuje się swoistą krzywą kinetyczną. Z tego względu przeprowadzona 

została obserwacja kinetyki wzrostu w celu pozyskania informacji na temat zmian w jej 

charakterystyce wywołanych obecnością EPI. Badania wykazały, że wykorzystując inhibitory 

pomp efflux można modulować wzrost i morfologię bakterii. 

 



122  Dorobek naukowy 
 
 

 

Ukończone szkolenia i kursy 

1. Certyfikowane, praktyczne warsztaty on-line, organizowane przez firmę Merck dotyczące 

filtracji analitycznej, oceny stanu higienicznego powierzchni produkcyjnych, justowania 

przyrządów do pomiaru objętości, cytometrii przepływowej, filtracji membranowej oraz 

chromatografii cieczowej, marzec-czerwiec 2022.  

2. Webinarium edukacyjne, organizowane przez firmę Thorlabs dotyczące wykorzystania 

OCT w obrazowaniu biofilmu bakteryjnego, 13.03.2022. 

3. Kurs „Dydaktyka Szkoły Wyższej”, organizowany przez Wydział Zarządzania Politechniki 

Wrocławskiej, 22.06.2022. 

4. Kurs szkoleniowy „Quantitative Phase Imaging at Cellular Level”, składający się 

z programu praktycznego i laboratoryjnego zorganizowany na Wydziale Mechatroniki 

Politechniki Warszawskiej w ramach programu PhotonHub Europe Demo Centre, 

23.09.2022. 

5. Webinar organizowany przez Narodowe Centrum Nauki – Szkolenie dla wnioskodawców: 

Oferta konkursowa NCN. Konkursy krajowe i międzynarodowe, 21.03.2023. 

6. Udział w seminarium „Najnowsze trendy w badaniach biologicznych”, organizowane przez 

firmę Altium oraz Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej im. Ludwika Hirszwelda 

Polskiej Akademii Nauk, 12.09.2023, Wrocław. 

7. Warsztaty z mikroskopii holotomograficznej, organizowane przez firmę Altium, firmę 

Tomocube oraz Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej im. Ludwika Hirszwelda 

Polskiej Akademii Nauk, 13.09.2023, Wrocław. 

8. Warsztaty „Raman Spectroscopy of carbon materials” i „The use of fluorescence 

microscopy”, organizowane jako wydarzenie towarzyszące XXIII Polish Conference 

on Biocybernetics and Biomedical Engineering (PCBBE 2023), 26.09.2023, Łódź. 

9. Kurs „ABC promocji nauki”, organizowany przez Ośrodek Przetwarzania Informacji – 

Państwowy Instytut Badawczy, 15.01.2025. 

10. Kurs „Wstęp do badań klinicznych”, organizowany przez AstraZeneca, 16.01.2025. 
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Praktyka zawodowa 

1. Przygotowanie materiałów dydaktycznych (wprowadzenia teoretyczne, listy projektów) 

dotyczących 6 zajęć oraz 6 zadań projektowych do realizacji w oprogramowaniu OSLO 

EDU w ramach kursu Przyrządy i Układy Optyczne dla studentów studiów I stopnia 

na kierunku Inżynieria biomedyczna.  

2. Współautorstwo karty przedmiotu Projektowanie Przyrządów i Układów Optycznych dla 

studentów studiów I stopnia na kierunku Inżynieria biomedyczna. 

3. Prowadzenie zajęć dydaktycznych dla studentów studiów I stopnia na kierunku Inżynieria 

biomedyczna: 

• Rok akademicki 2021/2022 

✓ Podstawy Biofotoniki – laboratorium, 30 godzin  

• Rok akademicki 2022/2023 

✓ Przyrządy i Układy Optyczne – projekt, 60 godzin  

• Rok akademicki 2023/2024 

✓ Przyrządy i Układy Optyczne – projekt, 30 godzin  

✓ Optyczne Czujniki Chemiczne i Biosensory – projekt, 15 godzin  

✓ Podstawy Biofotoniki – laboratorium, 15 godzin  

• Rok akademicki 2024/2025 

✓ Przyrządy i Układy Optyczne – projekt, 30 godzin 
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Nagrody/stypendia 

1. Laureatka konkursu na stypendium o zwiększonej wysokości na rok akademicki 2022/2023 

dla doktorantów Szkoły Doktorskiej Politechniki Wrocławskiej. 

2. Laureatka konkursu na stypendium o zwiększonej wysokości na rok akademicki 2024/2025 

dla doktorantów Szkoły Doktorskiej Politechniki Wrocławskiej. 

3. Nagroda JM Rektora Politechniki Wrocławskiej w programie PRIMUS – premiowanie 

publikacji najwyżej punktowanych w całej uczelni (artykuł w czasopiśmie naukowym, 

któremu przypisano 200 pkt w wykazie) za drugi kwartał 2025 r. 

4. Nagroda JM Rektora Politechniki Wrocławskiej w programie PRIMUS 3 – aktywność 

publikacyjna doktorantów Politechniki Wrocławskiej za czwarty kwartał 2025 r. 

 


