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Streszczenie

Obecno$é¢ lekoopornych gatunkéw bakterii i infekcje przez nie wywolane sa ogromnym
zagrozeniem dla zdrowia publicznego. Zgodnie z danymi udost¢pnionymi w 2025 r. przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO, z ang. World Health Organization) oporno$¢ jest
bezposrednio zwiazana z ponad milionem zgonéw rocznie, natomiast posrednio z prawie
5 milionami. Stale poszukuje si¢ nowych strategii terapeutycznych, pozwalajacych przezwyciezyc te
bariere.

Obiecujaca alternatywa, dla obecnie dostepnych metod zwalczania infekcji bakteryjnych jest
przeciwdrobnoustrojowa terapia fotodynamiczna (aPD'T, z ang. antimicrobial PhotoDynamic Therapy).
Jej ogromna zaleta jest brak mozliwo$ci wytworzenia przez bakterie opornosci procesy prowadzace
do émierci komoérki lub jej fotoinaktywacii. Jednakze na efektywnos¢ aPDT znaczacy wplyw ma
ilo$¢ substancii, jaka zostanie zakumulowana wewnatrz komorki bakteryjnej.

Popularno$é  zyskuja réwniez fotodynamiczne terapie kombinowane, ktére polegaja
na wykorzystaniu fotouczulacza (PS, z ang. PhotoSensitizer) w potaczeniu z dodatkowymi zwiazkami
chemicznymi, np. inhibitorami pomp efflux (EPIs, z ang. Efflux Pump Inhibitors), antybiotykami lub
cytostatykami. Takie podejscie pozwala na uzyskanie efektu addytywnego, badz synergistycznego,
w poréwnaniu z efektami kazdej terapii z osobna. Przyczynia si¢ to rowniez do zmniejszenia dawki
lekéw i ograniczenia skutkéw ubocznych terapii. Polaczenie PS z EPT moze mie¢ realny wplyw na
jeden z mechanizméw indukowania opornosci i doprowadzi¢ do  zwigkszenia
wewnatrzkomorkowego stezenia substancii leczniczych.

Ogromnym zainteresowaniem ciesza si¢ EPIs pochodzenia naturalnego. W okresie ostatnich
30 lat blisko 75% zatwierdzonych produktéw antybakteryjnych bylo pochodzenia naturalnego.
Wiele badan wskazuje, ze takie substancje moga odgrywaé role EPI, przyczyniajac sie
do wzmocnienia efektu zastosowanej terapii i do ponownego uwrazliwienia bakterii na substancje,
na ktore wykazywaly opornosc.

W niniejszej rozprawie podjetam probe opracowania alternatywnych, skojarzonych procedur
terapeutycznych aPDT, opartych na zwiazkach pochodzenia naturalnego, znajdujacych
zastosowanie zardwno w terapii aPDT, jak i w ograniczaniu rozwoju struktur bakteryjnych.
Ponadto wykazatam, ze cyfrowa holotomografia (DHT, ang. Digital HoloTomography) moze byc
z powodzeniem stosowana jako ilosciowa technika pomiarowa do monitorowania efektow
indukowanych przez te substancje oraz terapie, w ktorych sa one wykorzystywane, na poziomie

pojedynczych komérek bakteryjnych. Prace doktorska stanowi cykl trzech publikacii.
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W pierwszej przedstawitam strategie laczenia dwoch odpowiednio dobranych PSs (Chlotin €6
i Pheophorbide a) w celu zwickszenia ich wewnatrzkomérkowej akumulacji oraz uzyskania co
najmniej addytywnego efektu terapeutycznego. Wykazatam, ze kombinacja PSs o uzupelniajacych
sic whasciwosciach fizykochemicznych (anionowy Chlorin e6 i kationowy Pheophotbide 2)
prowadzi do zwickszonej akumulacji PSs wewnatrz komorek bakteryjnych (Escherichia cok) oraz
wyzszej efektywnosci terapii. Weryfikacja eksperymentalna z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej oraz technika ilo§ciowego obrazowania fazy DHT potwierdzita, ze skuteczno$¢ terapii
kombinowanej (29,45%) przewyzsza skuteczno$¢ monoterapii (13,77% w przypadku Chlorin 6
i 16,15% w przypadku Pheophorbide a). Zaproponowane podejscie stanowi innowacyjny kierunek
rozwoju terapii fotodynamicznej i monitorowania jej skutkow, wpisujacy si¢ w $wiatowe trendy
poszukiwania skutecznych strategii zwalczania zakazeni bakteryjnych.

W drugiej publikacji skoncentrowalam si¢ na zbadaniu wplywu EPI pochodzenia naturalnego
(berberyna, palmatyna, piperyna, kurkumina, kapsaicyna i kumaryna) na rozwéj populacji
bakteryjnych (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Bacillus cerens, Enterococcus faecalis) i procesu formowania
si¢ struktur komoérkowych. Wykazalam, ze inhibicja aktywnosci pomp efflux prowadzi
do zaburzenia mechanizméw odpowiedzialnych za rozwdj hodowli bakteryjnej i tworzenie sig
struktur przestrzennych przez bakterie. Zastosowanie bioreaktora z odwréconym witowaniem
pozwolilo na ilo§ciowy opis parametréw krzywej wzrostu hodowli. Szczegolnie wyrazny efekt
zaobserwowlam w przypadku kométek E. faecalis inkubowanych z berberyna, dla ktérych srednia
warto$¢ maksymalnej szybkosci wzrostu ulegla redukcji o 53,8%. DHT umozliwila ilosciowa,
tréjwymiarows analize zmian wspolczynnika zatamania $wiatla (R1, z ang. Refractive Index), suchej
masy skupisk bakteryjnych oraz objetosci zajmowanej przez te struktury. Eksperymentalnie
wykazalam, ze zaproponowana procedura terapeutyczna prowadzi do ograniczenia dynamiki
podziatéw komérkowych, a w przypadku B. cereus do jej zahamowania, czemu towarzyszylo
wydluzanie si¢ komorek, charakterystyczne w przypadku indukowanych efektéw stresujacych.
W przypadku bakterii B. cerens wykazalam, ze wdrozona procedura terapeutyczna ograniczyta
przyrost objetosci  struktur  przestrzennych formowanych przez bakterie $wiadczacy
o spowolnieniu lub zahamowaniu dynamiki ich rozwoju. Oznacza to, iz zaptoponowana procedura
moze przeciwdziala¢ kolonizacji powierzchni przez bakterie.

W trzeciej publikacji skupitam sie¢ na zastosowaniu naturalnych EPI w polaczeniu z PS,
co stanowi skuteczna strategie zwigkszania efektywnosci aPDT. Badania przeprowadzilam
na modelowych bakteriach: Gram-dodatniej: Bacillus cerens i Gram-ujemnej: Escherichia  cols,
koncentrujac si¢ na analizie wewnatrzkomérkowej akumulacjii PS Chlorin 6. Wykorzystanie

niskich stezeft wybranych EPIs (< 0,25 MIC) prowadzito do bardziej efektywnej akumulaciji PS
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wewnatrz komorek bakteryjnych, co potwierdzilam eksperymentalnie za pomoca mikroskopii
konfokalnej i DHT. Zwigkszona akumulacja PS przektadala si¢ bezposrednio na wyrazny wzrost
skutecznosci aPDT, umozliwiajac potencjalng redukeje stezeni stosowanych zwigzkow aktywnych
i ograniczenie niepozadanych skutkow terapii. W przypadku Bacillus cerens polaczenie piperyny
z Chlorin e6 prowadzito do wzrostu skutecznosci terapii o 273,90%, a w przypadku Escherichia coli
zastosowanie berberyny w kombinacji z Chlorin e6 skutkowalo zwigkszeniem efektu
terapeutycznego o 227,72% w poréwnaniu z terapia oparta wylacznie na PS. Przeprowadzone
badania jednoznacznie wskazuja, ze wlaczenie EPI do schematéw leczenia przeciwbakteryjnego
umozliwia osiagnigcie lepszych efektow terapeutycznych.

Opublikowane wyniki przeprowadzonych badani potwierdzaja, ze nadrzedny cel rozprawy
doktorskiej zostal zrealizowany. Wskazano alternatywne, kombinowane terapie antybakteryjne
opatte na EPI pochodzenia naturalnego, znajdujace zastosowanie zaréwno w terapii aPDT, jak
iw ograniczaniu rozwoju struktur bakteryjnych. Ponadto w  trakcie prowadzonych prac
badawczych zaproponowano catkiem nowe, bezznacznikowe i nieniszczace procedury pomiarowe,
oparte na ilo§ciowym obrazowaniu fazy — DHT, ktére moga stanowi¢ alternatywe dla obecnie
stosowanych klasycznych technik mikrobiologicznych. Warto rowniez podkresli¢, ze powszechne
wdrozenie zaproponowanych procedur terapeutycznych moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia
kolonizacji powierzchni przez bakterie, zahamowania ich rozwoju, fotoinaktywacji lub tez
ograniczenia lekoopornosci nie tylko w praktyce klinicznej, ale rowniez w przemysle spozywczym

1 kosmetycznym.
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