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a) tytul osiggniecia naukowego:

»<Nowe mozliwosci w wykrywaniu i zwalczaniu pelzakow wolno zyjacych

z rodzaju Acanthamoeba”

b) wykaz publikacji:

Osiaggnigcie naukowe obejmuje cykl 8 prac oryginalnych, dotyczacych wykrywania
i zwalczania pelzakéw wolno zyjacych z rodzaju Acanthamoeba. W 7 pracach jestem
pierwszym autorem, w 6smej pracy jestem wymieniona na drugim miejscu, ale jestem w tej
pracy autorem korespondencyjnym i jednocze$nie autorem réwnorzednym z pierwszym
autorem. Laczna warto$¢ wskaznika IF dla prezentowanego cyklu prac wynosi 11,201;
punktacja MNiSW = 150,0.

1). Derda M., Winiecka-Krusnell J., Linder M.B., Linder E. Labeled Trichoderma reesei
cellulase as a marker for Acanthamoeba cyst wall cellulose in infected tissues. Applied
and Environmental Microbiology, 75 ,6827-6830, 2009

IF: 3.686 punkty MNiSW: 32 liczba cytowan: 2

2). Derda M., Hada$ E. Wykorzystanie obecnos$ci celulozy w $cianie komorkowej cyst
Acanthamoeba do celow diagnostycznych. Wiadomosci Parazytologiczne, 55 (1), 47-
51, 2009

punkty MNiSW: 4 liczba cytowan: 3

3). Derda M., Wojtkowiak-Giera A., Hada$ E. Comparative analyses of different genetic
markers for the detection of Acanthamoeba spp. isolates. Acta Parasitologica, 59 (3),
472-477, 2014

IF: 0.965 punkty MNiSW: 15 liczba cytowan: 3

4). Derda M., Hadas E., Thiem B. Plant extracts as natural amoebicidal agents.
Parasitology Research,104 (3), 705-708, 2009
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IF:1.721 punkty MNiSW: 20 liczba cytowan: 15

5). Derda M., Hada$ E., Thiem B., Wojt W.J., Wojtkowiak-Giera A., Cholewinski M.,
Skrzypczak L. Tanacetum vulgare L. jako roslina o potencjalnych wiasciwosciach
leczniczych w Acanthamoeba keratitis. Nowiny Lekarskie, 620-625 (4), 311-314, 2012

punkty MNiISW: 4; liczba cytowan: 0

punkty MNiISW: 4 liczba cytowan: 0

6). Derda M., Thiem B., Budzianowski J., Hada$ E., Wojt W.J., Wojtkowiak-Giera A. The
evaluation of the amebicidal activity of Eryngium planum extracts. Acta Poloniae
Pharmaceutica— Drug Research, 70 (6), 1027-1034, 2013

IF: 0.683 punkty MNiSW: 15 liczba cytowan: 2

7). Kuzma L., Derda M., Hadas E., Wysokinska H. 2015. Abietane diterpenoids from
Salvia sclarea transformed roots as growth inhibitors of pathogenic Acanthamoeba spp.
Parasitology Research, 114 (1), 323-327

IF: 2.098 punkty MNiSW: 30 liczba cytowan: 0

8). Derda M., Hadas E., Cholewinski M., Skrzypczak L., Grzondziel A., Wojtkowiak-
Giera A. 2016. Artemisia annua L. as a plant with potential use in the treatment of
acanthamoebiasis. Parasitology Research, 115 (4), 1635-1639

IF: 2.098 punkty MNiSW: 30 liczba cytowan: 0

¢) omowienie celu naukowego ww. pracy i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Pelzaki z rodzaju Acanthamoeba to organizmy wystgpujace kosmopolitycznie
w glebie, w powietrzu oraz w zbiornikach wody stodkiej 1 stonej. Uczestniczag one w obiegu
pokarmowym 1 energetycznym redukujac naturalne zanieczyszczenia biologiczne

w zbiornikach wodnych oraz dzialaja jako drapiezniki regulujace populacje bakterii.
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W ich cyklu zyciowym wystepuja dwa stadia rozwojowe. Pierwsze z nich to stadium
wegetatywne — trofozoit, drugie to stadium przetrwalnikowe — cysta, ktéra umozliwia
petzakom przetrwa¢ w warunkach niesprzyjajacych.

Pelzaki z rodzaju Acanthamoeba zaliczane sg do tzw. pierwotniakow amfizoicznych.
Najczesciej wystepuja one w srodowisku jako organizmy wolno zyjace, ale w sprzyjajacych
warunkach mogg sta¢ si¢ pasozytami chorobotworczymi. W latach 50-tych po raz pierwszy
stwierdzono ich patogeniczno$¢ dla myszy, malp, a takze dla mieczakéw. W 1965 roku
Fowler i Carter wykazali, ze omawiane petzaki wolno zyjace mogg by¢ roOwniez pasozytami
cztowieka. Opisali oni pierwsze przypadki zapalenia opon mdézgowych i mézgu wywotane
przez petzaki (Fowler i Carter, 1965). Szczegétowe badania doprowadzily do opisania
ziarniniakowego zapalenia mozgu, tzw. GAE (granulomatous amebic encephalitis). GAE jest
chorobg przewlekla. Dotyczy ona najczesciej pacjentow z nieprawidlowo funkcjonujacym
systemem immunologicznym lub przyjmujacych leki immunosupresyjne.

Pelzaki z rodzaju Acanthamoeba najczesciej dostaja si¢ do organizmu zywiciela drogg
inhalacyjng lub przez uszkodzong rogowke oka. Prawdopodobnie moga one dosta¢ si¢ do
organizmu czlowieka rowniez droga naczyn krwiono$nych, wnikajac przez uszkodzong skore.
W inwazji o$rodkowego uktadu nerwowego do typowych objawow zaliczamy: bol glowy,
goraczke, zaburzenia wzrokowe, zaburzenia neurologiczne, halucynacje oraz dezorientacje.

Poza o$rodkowym ukladem nerwowym pelzaki moga powodowa¢ zmiany w wielu
narzadach czlowieka 1 zwierzat. Inwazje obserwowano miedzy innymi w plucach,
nadnerczach, skorze, uchu, zuchwie. Od pewnego czasu ros$nie tez liczba przypadkow
petzakowego zapalenia rogowki oka (AK — Acanthamoeba keratitis). Pierwsze doniesienie
dotyczace AK opublikowano w roku 1974. Wigkszos$¢ wspolczesnych przypadkow ma
zwigzek z noszeniem soczewek kontaktowych i uzywaniem skazonych roztwordéw do ich
pielggnacji. W nielicznych przypadkach zarazenie wiaze si¢ z mechanicznymi urazami
rogowki.

Diagnostyka laboratoryjna inwazji Acanthamoeba spp. oparta jest gléwnie na
identyfikacji pasozyta w tkankach zywiciela. Chociaz zostaly opisane rézne techniki
identyfikacji pelzakow, wiaczajac w to metody immunocytologiczne i molekularne, to
podstawowg procedurg jest nadal hodowla na agarze. Ta metoda zwykle jest laczona
z histopatologiczng oceng preparatu w celu potwierdzenia inwazji tkanki przez pasozyta.

Rozpoznanie pasozytdw w preparatach z tkanek jest czesto trudne i zalezy od wiedzy

specjalistycznej z zakresu patomorfologii. Czesto w tradycyjnych metodach barwienia
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histologicznego uzywa si¢ specyficznych pasozytniczych przeciwcial, natomiast do
wizualizacji pasozytow w preparatach tkankowych uzywa si¢ kalkofluoru.

Leczenie akantamebozy jest bardzo trudne, dtugotrwale i rzadko skuteczne. W celu
terapeutycznym stosuje si¢ gtownie antybiotyki oraz leki zapobiegajace dalszym nastepstwom
uszkodzenia tkanki, ktore maja dziatanie pelzakobojcze lub pelzakostatyczne. Sa to czgsto
substancje silnie draznigce, toksyczne oraz wywotujace szereg skutkow ubocznych.

Przyktadem stosowanych lekéw sg pochodne chloroheksydyny, standardowo
stosowane do dezynfekcji. Doniesienia 0 skutecznym leczeniu inwazji centralnego uktadu
nerwowego lub gatki ocznej u chorych immunokompetentnych, zanotowano tylko
w przypadku zastosowania terapii kombinowanej i rozpoczgtej we wezesnym etapie choroby.
W péznych stadiach zarazenia, leczenie zazwyczaj jest nieskuteczne. Z tych powodow
poszukuje si¢ alternatywnych metod leczenia, ktére nie wywotywatyby skutkéw ubocznych
u pacjenta. Nowych lekow najczesciej poszukuje si¢ posrod substancji pochodzenia
roslinnego.

Poza doborem odpowiednich lekéw, istotnym czynnikiem w leczeniu akantamobozy
jest rowniez jak najszybsze jej zdiagnozowanie oraz szybkie rozpoczecie terapii.

Od wielu lat pelzaki z rodzaju Acanthamoeba stanowia przedmiot moich
zainteresowan naukowych. Cykl przedstawionych przeze mnie prac dotyczy zar6wno
wykrywania petzakow, jak rowniez zwalczania ich poprzez stosowanie preparatow

pochodzenia ro$linnego.

Nowe metody diagnostyczne
Publikacja 112

W wyniku przeprowadzonych badan opracowatam kilka wariantéw nowej metody
stuzacej do identyfikacji cyst petzakow z rodzaju Acanthamoeba. Wyniki badan zostaty
przedstawione w pracach: ,Labeled Trichoderma reesei cellulase as a marker for
Acanthamoeba cyst wall cellulose in infected tissues” oraz “Wykorzystanie obecnoSci
celulozy w S$cianie komérkowej cyst Acanthamoeba do celow diagnostycznych”.
W metodzie tej wykorzystatam nietypowg jak na pierwotniaka budowe chemiczng $ciany cyst
Acanthamoeba spp.

Wiele pasozytniczych pierwotniakow posiada zdolnos¢ tworzenia cyst jako stadiow

przetrwalnikowych. Przewaznie gtownym sktadnikiem $ciany cyst jest chityna.
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Acanthamoeba stanowi jeden z wyjatkow wsrod pierwotniakoéw, poniewaz w $cianie
cyst zamiast chityny posiada celuloze. Celuloza sktada si¢ z czastek D-glukozy potaczonych
wigzaniami 1,4-glikozydowymi. Chityna jest bardzo podobna do celulozy, ale zawiera
monomery N-acetylo-D-glukozoaminy. Ponadto, oba wiclocukry zawieraja 1,4-heksoze, stad
tez réznicowanie cytochemiczne mig¢dzy celuloza i chityng w mikroskopie §wietlnym nie byto
dotychczas mozliwe z powodu podobienstwa sktadowej szkieletu. Badania biochemiczne
wykazaly, ze obecno$¢ celulozy, m.in. w tkankach roslinnych, ale rowniez w $cianie cyst
pierwotniakdw mozna tatwo wykry¢ wykorzystujac do tego celu specyficzng budowe celulaz
(Linder i wsp., 2002; Shpigel i wsp., 1998). Wickszos¢ celulaz sktada si¢ z dziedziny
katalitycznej oraz dziedziny wigzacej celuloz¢ (CBD - Cellulose- Binding Domain).
Katalityczna dziedzina zawiera aktywne miejsce z pozostatoscig aminokwasu odpowiedzialng
za mechanizmy hydrolityczne. Zadaniem CBD jest przytaczanie si¢ do celulozy. Celuloza
zawarta w $cianie komorkowej cyst moze wigzac si¢ z dziedzing wiazaca celulazy (CBD).
Zdolnos¢ CBD do wigzania si¢ z celuloza moze byé wykorzystywana w diagnostyce.
Indywidualne typy CBD moga rozni¢ si¢ znaczaco w swoich wlasnosciach, takich jak
powinowactwo, preferencje do krystalicznej albo bezpostaciowej celulozy oraz krzyzowe
reakcje z innymi, podobnymi we¢glowodanami.

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach przygotowatam cztery rézne koniugaty.
Substancja wyjsciowa do uzyskania koniugatow byla rekombinowana dimeryczna celulaza
pozyskana z grzyba Trichoderma reecei. Trzy z tych koniugatow otrzymatam jako potaczenie
rekombinowanego bialka z barwnikiem fluorescencyjnym. Zastosowalam trzy rozne
barwniki, poniewaz nie wiedziatam, z ktorym uzyskam najlepszy efekt barwny. Zastosowane
barwniki to: Alexa Fluor® 350 (niebieski), Alexa Fluor® 488 (zielony) oraz Alexa Fluor®
568 (pomaranczowo-czerwony) z zestawu Protein Labeling Kit firmy Molecular Probes.
Otrzymane koniugaty wykorzystatam do uzyskania reakcji widocznej w mikroskopie
fluorescencyjnym.

Poniewaz nie wszystkie laboratoria dysponuja mikroskopami fluorescencyjnymi
opracowalam rowniez koniugat, ktoéry pozwolit na uzyskanie reakcji barwnej widocznej
w mikroskopie $wietlnym. Koniugat ten otrzymatam przez znakowanie biatka biotyng
uzywajac do tego celu EZ - Link Sulfo-NHS-Biotin (Pierce).

Podczas barwienia preparatow tkankowych, wystgpita nieswoista reakcja z endogenng
peroksydaza i endogenng biotyng. Reakcja ta wystgpita zarowno w preparatach z tkanek, jak
| preparatach zawierajacych cysty z hodowli aksenicznej. W celu zredukowania nieswoistej

reakcji spowodowanej obecnoscig endogennej biotyny, preparaty inkubowalam ze
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streptawidyng (biatko wiazace biotyng) oraz z peroksydaza chrzanowa (HRP — enzym
0 wlasciwos$ciach katalitycznych). Do tego celu uzytam kompleksu streptawidyna - HRP
(StreptABComplex / HRP firmy Dako).

W przeprowadzonych badaniach po raz pierwszy wykazaly, ze zastosowanie
fluorescencyjnych koniugatéw CBD pozwala na szybkie wykrywaniu cyst Acanthamoeba
spp. Do identyfikacji cyst Acanthamoeba spp. pochodzacych z hodowli moga by¢
wykorzystywane wszystkie opracowane przeze mnie koniugaty fluorescencyjne. Przy
identyfikacji pasozytow w tkankach najlepsze efekty uzyskatam stosujac koniugat CBD
z Alexa Fluor® 568. W przypadku preparatow tkankowych reakcja barwna po zastosowaniu
Alexa Fluor® 350 i Alexa Fluor ® 488 jest stabiej widoczna. Jasna autofluorescencja cyst
Acanthamoeba w swietle UV przeszkadza w niebieskim zabarwieniu celulozy, gdy uzyty jest
Alexa Fluor® 350 i zielonym zabarwieniu celulozy, gdy uzyty jest Alexa Fluor® 488.
Czerwony fluorochrom w koniugacie z Alexa Fluorem® 568, daje mozliwo$¢ rozrdznienia
migdzy autofluorescencja zewnetrznej Sciany, a badang reakcja w wewnetrznej S$cianie,
| pozwala doktadnie zlokalizowa¢ celuloze w cyscie Acanthamoeba spp.

Wykazatam, ze CBD przygotowane jako bialko biotynylowane moze zostaé¢ uzyte
do identyfikacji cyst Acanthamoeba spp. w mikroskopie $wietlnym. Powinowactwo
wigzania awidyna - biotyna jest powszechnie uzywane w metodach histochemicznych.
Jednakze obecnos¢ biotyny endogennej w réznych komorkach i1 tkankach moze spowodowac
falszywe pozytywne wyniki (Wang i Pevsner, 1999). Przy badaniu preparatow z tkanek
konieczne jest zniwelowanie ewentualnych fatszywie pozytywnych wynikéw. W tym celu do
opracowanej przeze mnie metody wprowadzitam dodatkowo faz¢ blokowania endogennej
biotyny, co znaczaco zmniejszylo tto zanieczyszczajace.

Wprowadzenie fazy blokowania endogennej biotyny wydtuzylo nieco czas potrzebny
do dokonania analizy proby, ale wywotato zadowalajace efekty niwelujace zanieczyszczenia.

Badania opisane w pracy ,,Labeled Trichoderma reesei cellulase as a marker for
Acanthamoeba cyst wall cellulose in infected tissues” bazowaly na wykorzystaniu
rekombinowaj dimerycznej celulazy pochodzacej z grzyba Trichoderma reecei. Celulazg t¢
pozyskalam w ramach wspotpracy z Profesorem Markusem B. Linderem z VTT
Biotechnology, VTT Technical Research Centre of Finland, w Espoo w Finlandii. Dotychczas
celulaza ta dostgpna byta tylko do celéw badawczych w ramach wspotpracy naukowe;.

Zachecona uzyskanymi wynikami sprobowatam w badaniach zastapi¢ celulaze
z Trichoderma reecei, celulazg dostgpng na rynku. W dalszych badaniach wykorzystatam

rekombinowane CBD pozyskane od celulolitycznych bakterii Clostridium cellulovorans,
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sprzedawane przez Firm¢ Sigma. Badania te opisalam w publikacji “Wykorzystanie
obecnosci celulozy w S$cianie komorkowej cyst Acanthamoeba do celéw
diagnostycznych”. Badania przeprowadzone 2z celulazg pozyskang z Clostridium
cellulovorans daty identyczne wyniki z opisanymi powyzej. Wykorzystanie celulazy
dostepnej na rynku, pozwoli na tatwiejsze wykorzystanie metody do celow diagnostycznych.

Opisane przeze mnie koniugaty CBD sa alternatywnymi narzedziami
diagnostycznymi wykorzystywanymi do bezposredniego barwienia cyst Acanthamoeba
w prébach tkankowych pochodzacych od pacjentow. Moga one by¢ rowniez

przydatnymi narzedziami do identyfikacji pelzakéw pochodzacych ze Srodowiska.

Publikacja 3

W diagnostyce chorob pasozytniczych coraz czesciej stosuje si¢ metody molekularne.
Podstawowa metodg jest reakcja PCR (tancuchowa reakcja polimerazy). W publikacjach
naukowych opisano kilka réznych par starterow wykorzystywanych w technice PCR do
identyfikacji petzakow z rodzaju Acanthamoeba.

W $rodowisku wystepuje szereg petzakéw wolno zyjacych nalezacych do rodzajow
Acanthamoeba, Balamuthia, Echinamoeba, Hartmannella, Naegleria, Mastigina, Sappinia,
Vahlkampfia, Vannella oraz Vexillifer. Potencjalnie najbardziej niebezpieczne dla ludzi sg
niektore gatunki nalezace do rodzaju Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia oraz Sappinia.
Z tego tez powodu istotna jest wlasciwa identyfikacja petzakow wolno Zyjacych.

Zastosowanie techniki PCR nie zawsze pozwala na prawidlowe zidentyfikowanie
petzakoéw wolno zyjacych. W reakcji PCR czgsto powstajg nieswoiste produkty.

Stad tez kolejnym etapem moich badan, byto znalezienie jak najlepszej pary starterow
wykorzystywanej w reakcji PCR do wykrywania petzakéw z rodzaju Acanthamoeba. Moje
badania opisane w pracy ,,Comparative analyses of different genetic markers for the
detection of Acanthamoeba spp. isolates” dotyczyly efektywnosci techniki PCR
w akantamebozie.

W pracy tej porownatam efektywno$§¢ dziatania najpopularniejszych par starterow
wykorzystywanych w reakcji PCR do identyfikacji pelzakéw z rodzaju Acanthamoeba.
Zbadatam dziatanie nast¢pujgcych starterow: startery Aca 16S for i rev (Yagi et al., 2007),
Nelson for i rev (Mathers et al., 2000), GP 1383 for i GP 1655 rev (Lehmann et al., 1998),
Ac6/210 for i rev (Howe et al., 1997) oraz JDP1 i JDP2 (MacLean et al., 2007).

Celem pracy bylo opracowanie szybkiej metody wykrywania i identyfikacji petzakow

z rodzaju Acanthamoeba spp. Do badan wykorzystalam szczepy wzorcowe pelzakow:
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Acanthamoeba castellanii — 309 (Kasprzak and Mazur 1972), A. polyphaga — 298 (Kasprzak
and Mazur 1972), A. rhysodes — Chang (Pussard and Pons 1977), Hartmannella

vermiformis — ATCC 50256 oraz izolaty petzakéw pochodzace z wody wodociggowe;,
z gejzera Strokkur na Islandii oraz z jeziora Malta w Poznaniu.

Wszystkie szczepy petzakow poddatam identyfikacji przy uzyciu tradycyjnych metod
stosowanych w diagnostyce akantamebozy tj.: zalozytam hodowle na podlozu agarowym,
a nastepnic hodowle akseniczne na podlozu ptynnym, wykonatam preparaty barwione,
dokonatam pomiaru cyst, w przypadku petzakow z rodzaju Naegleria wykonatam réwniez
test flagellacji. W przypadku wszystkich préb wykonalam testy na zwierzetach
doswiadczalnych w celu zbadania patogenicznosci petzakéw. Z badanych petzakow
wyizolowatam DNA, a nast¢gpnie wykonatam reakcje PCR.

Startery, ktore wykorzystatam w swoich badaniach byly wczes$niej opisane przez
réznych autorow jako swoiste do wykrywania pelzakow z rodzaju Acanthamoebae. Niestety
moje badania nie potwierdzity ich swoistosci. Wigkszo$¢ zbadanych przeze mnie par
starterow okazala si¢ nieswoista dla Acanthamoeba. Proby wykorzystania ich do identyfikacji
petzakow z prob srodowiskowych okazaly sie niezadawalajace. Przy ich zastosowaniu mozna
byto biednie identyfikowaé jako Acanthamoeba réwniez pelzaki innych rodzajow, jak np.
Hartmanella, czy Neagleria.

Z pigciu przebadanych par starterow tylko jedna okazata si¢ swoista do wykrywania
Acanthamoeba i pozwolita na rozréznienie szczepéw Acanthamoeba od innych petzakow
wolno zyjacych. Sa to startery Aca 16S. Najmniej przydatna okazala si¢ para starteréw GP,
przy pomocy ktorej mozna bylo wykryé¢ tylko w niektoérych pozytywnych (potwierdzonych
tradycyjnymi metodami) probach pelzaki z rodzaju Acanthamoeba. Pozostale startery byty
zbyt malo swoiste poniewaz oprocz Acanthamoeba wykrywaty rowniez pelzaki z rodzaju
Hartmanella lub Naegleria.

Na podstawie badan, stwierdzitam, ze cztery z pieciu przebadanych par starterow
(ACA 16S, AC 6/210, JDP, Nelson) moga by¢ zaledwie pomocne w identyfikacji
pelzakéw wolno zyjacych, a tylko jedna z nich jest swoista dla rodzaju Acanthamoeba.
Wykazalam, ze dzieki zastosowaniu techniki PCR, z wykorzystaniem starterow Aca
16S, mozna w Kkrétkim czasie wykry¢ i rozpozna¢ w badanym materiale obecnos¢

pojedynczych trofozoitow lub cyst pelzakow z rodzaju Acanthamoeba.
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Terapia doswiadczalna w akantamebozie

Akantameboza jest rzadka, ale bardzo trudng w leczeniu chorobg pasozytnicza.

Jak juz wczesniej wspomniatam w terapii akantamebozy stosuje si¢ zazwyczaj leczenie
kompleksowe z wykorzystaniem antybiotykéw i srodkéw dezynfekcyjnych. Sa to czgsto
substancje silnie draznigce itoksyczne dla pacjenta. Z tych tez powodow co raz czesciej
poszukuje si¢ nowych lekow, zwlaszcza co raz popularniejszych $rodkoéw pochodzenia
ro$linnego. W terapii akantamebozy zbadano dotychczas mozliwo$¢ zastosowania ekstraktow
z Buddleia cordata, Pterocaulon polystachyum, Arachis hypogaea, Curcuma longa,
Pancratinum maritimum, Peucedanum caucasicum, P. palimbioides, P. chryseum,
P. longibracteolatum, Pouzolzia indica, Teucrium polium, T. chamaedrys, Croton pallidulus,
C. ericoides, C. isabelli i innych. Wigkszo$¢ ze zbadanych dotychczas roélin, to ro$liny
wystepujace w strefie tropikalnej lub subtropikalnej. W przypadku niektérych z nich
stwierdzono obiecujace efekty terapeutyczne.

Zastosowanie fitoterapii w zwalczaniu chordb pasozytniczych, a szczegdlnie w terapii
akantamebozy, to kolejny temat moich zainteresowan naukowych. Celem moich badan stato
si¢ znalezienie naszych rodzimych roslin, ktére podobnie jak juz opisane rosliny tropikalne
moglyby znalez¢ zastosowania w leczeniu akantamebozy. Efektem moich badan jest cykl
prac dotyczacych terapii doswiadczalnej. W/w prace to ,,Plant extracts as natural amoebicidal
agents”, “The evaluation of the amebicidal activity of Eryngium planum extracts”,
“Tanacetum vulgare L. jako roslina o potencjalnych wlasciwosciach leczniczych
w Acanthamoeba keratitis”, ,,Abietane diterpenoids from Salvia sclarea transformed roots as
growth inhibitors of pathogenic Acanthamoeba spp.” oraz ,,Artemisia annua L. as a plant with

potential use in the treatment of acanthamoebiasis”.

Publikacja 4

Celem pracy ,Plant extracts as natural amoebicidal agents” byto zbadanie
pelzakobdjczego lub pelzakostatycznego dziatania ekstraktow roslinnych uzyskanych
z Solidago virgaurea L. (nawlo¢ pospolita), Solidago graminifolia L. (nawto¢ waskolistna),
Pueraia lobata (Wild.) (otownik tatkowaty) oraz Rubus chamaemorus L.(malina moroszka).
Badania opisane w powyzsze] publikacji przeprowadzitam we wspotpracy z Katedra

| Zaktadem Botaniki Farmaceutycznej, Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
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Materiatem ro$linnym stosowanym do sporzadzenia ekstraktow byty nadziemne czgséci
roslin wraz z kwiatami z S. virgaurea i S. graminifolia, korzenie z P. lobata oraz liScie
z R. chamaemorus.

Badane ekstrakty roslinne byty analizowane fitochemicznie na obecno$¢ flawonoidow
w S. virgaurea i S. graminifolia, kwasu elagowego w R. chamaemorus i izoflawonow
w P. lobata. Badania fitochemiczne wyciggow przeprowadzano metodami chromatografii
kolumnowej, chromatografii cienkowarstwowej preparatywnej i HPLC (wysokosprawna
chromatografia cieczowa).

Materialem badanym byly roéwniez czyste substancje chemiczne pochodzenia
ro$linnego, takie jak kwas ellagowy (Fluka), ktorego jednym =ze zrodet sg liscie
R. chamaemorus i pueraryna (Sigma), gtowny z izoflawonow obecnych w P. lobata.

Dodatkowo przebadatam frakcje chloroformowe i eterowe metanolowego wyciagu
z kwiatéw 1 lisci Solidago graminifolia. We frakcjach tych wykazano obecno$¢ szeregu
lipofilnych flawonoidow. Z wybranej do dalszych badan frakecji chloroformowe;j
z kwiatostanéw, w wyniku chromatografii kolumnowej i chromatografii cienkowarstwowe;j
preparatywnej wyodrebniono najbardziej lipofilny flawonoid. Na podstawie analizy
spektralnej w nadfiolecie (UV) wysun¢tam wniosek, ze zwiazek ten jest pochodng flawonu
lub flawonolu. Dalsze badania wyodrebnionych flawonoidow polegaty na ich oczyszczeniu
na kolumnach z zastosowaniem celulozy, poliamidu i Sephadexu LH20. Otrzymang
mieszaning lipofilnych flawonoidéw rozdzielono metoda chromatografii preparatywnej na
poliamidzie na 10 zwigzkoéw, ktére ostatecznie oczyszczono na Sephadexie LH-20. Trzy
zwigzki sposrdd najbardziej lipofilnych sktadnikoéw zidentyfikowano przy pomocy metod
spektralnych i spektroskopii UV. Zidentyfikowano nast¢pujace substancje: 5,7-dihydroxy-
6,8,3’,4’-tetrametoxyflawon; 5,7-dihydroxy-6,3’,4’-trimetoxyflawon oraz 5,7,4’-trihydroxy-
6,8,3”,5’-tetrametoxyflawon.

Glownym zwigzkiem fenolowym wystepujacym w ekstraktach z lisci gatunku Rubus
chamaemorus L. jest kwas elagowy, ktory jest prawdopodobnie odpowiedzialny za dziatanie
ekstraktu. Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oznaczono ilo$¢
wolnego i catkowitego (uwolnionego przez hydrolize) kwasu elagowego w R. chamaemorus.
Ponadto metode chromatografii cienkowarstwowej stwierdzono w ekstraktach obecnos¢
kwasu galusowego i mate ilosci flawonow.

W ekstrakcie z lisci Pueraria lobata, glownymi metabolitami sg zwiazki nalezace do

grupy izoflawonéw: daidzeina, genisteina i formononetyna. W mtodych korzeniach P. lobata,
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metoda chromatografii cienkowarstwowej stwierdzono takze obecno$¢ izoflawonu —
pueraryny.

Wpltyw substancji leczniczych uzyskanych z roslin testowatam in vitro na szczepie
309 Acanthamoeba castellanii (patogeniczny dla myszy, izolowany ze srodowiska; Kasprzak
i Mazur 1972), oraz szczepie ,,Ograbek” Acanthamoeba sp. (patogenicznym dla czlowieka,
izolowanym z przypadku Acanthamoeba keratitis — szczep wlasny nieopisany).

Szczepy wzrastaty aksenicznie na podtozu ptynnym opisanym przez Cerve (1969). Do
aksenicznej hodowli petzakow (SXIO4 komorek/ml) dodawatam ekstrakty roslinne
w stezeniach od 0,01 mg/ml do 1,5 mg/ml. Przyrost liczby petzakoéw badatam w odstepach 24
godzinnych, stosujac komor¢ Thoma. Kontrolg stanowila hodowla petzakéw bez $rodkow
leczniczych. Przeprowadzitam réwniez badania wptywu ekstraktow roslinnych na przebieg
zarazenia u zwierzat. Zarazonym myszom codziennie przez 3 dni podawatam dootrzewnowo
sterylnie przygotowane roztwory ekstraktéw roslinnych w stezeniach od 0,1 do 0,5 mg
suchego ekstraktu na 1 g wagi myszy.

Nastepnie wyznaczytlam wspotczynnik ICsy (najnizsze stezenie badanej substancii,
ktore hamuje wzrost petzakow w 50%), LDsy (dawka powodujaca zgon 50% populacji
myszy), EDsy (dawka przy ktorej 50% badanych osobnikow wykazuje oczekiwany efekt
terapeutyczny) oraz Tl (indeks terapeutyczny - stosunek dawki leku wywotujacej objawy
toksyczne do dawki wywotujacej efekt terapeutyczny).

Przeprowadzone przeze mnie badania po raz pierwszy wykazaly, ze ekstrakty
z Solidago virgaurea, Solidago graminifolia, Pueraia lobata oraz Rubus chamaemorus
wykazuja dzialanie pelzakobojcze zarowno w warunkach in vitro, jak rowniez
w warunkach in vivo. Ekstrakty z S. virgaurea i P. lobata oraz substancje czyste, takie
jak kwas ellagowy i pueraryna maja wlasciwosci pelzakobéjcze w warunkach in vitro juz
w stezeniach ponizej 0,01 mg/ml, natomiast ekstrakty z S. graminifolia oraz R. chamaemorus
w stezeniu ok. 0,05 mg.ml.

Najwyzszy indeks terapeutyczny TI stwierdzono w przypadku ekstraktow
z R. chamaemors i wynosi on 20; dla S. virgaurea indeks terapeutyczny wynosi 7,5.

Badania wykazaly, ze preparaty lecznicze przygotowane z przebadanych przeze
mnie ekstraktéow moglyby byé stosowane w kombinowanej terapii z antybiotykami.
W przypadkach zarazenia ludzi Acanthamoeba spp., kombinowana terapia w potaczeniu

z antybiotykami bedzie bardziej skuteczna niz terapia samym, pojedynczym lekiem.
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Wykorzystanie wlasciwosci petzakobojczych zbadanych przeze mnie ekstraktow
moze by¢ bardzo istotne ze wzgledu na fakt iz wiele stosowanych obecnie lekow posiada

wlasciwosci petzakostatyczne, lecz nie posiada wlasciwosci petzakobdjczych.

Publikacja 5

Tanacetum vulgare L. (wrotycz pospolity) to roslina nalezacy do rodziny astrowatych.
Wystepuje w calej Europie 1 na obszarach Azji o umiarkowanym klimacie, a co wazniejsze
jest gatunkiem bardzo pospolitym w Polsce. Jest to roslina od dawna stosowana w medycynie
ludowej, ale po raz pierwszy podjelam prébe wykorzystania jej w terapii akantamebozy.
Wyniki moich badan opisatam w pracy “Tanacetum vulgare L. jako ro$lina
0 potencjalnych wlasciwos$ciach leczniczych w Acanthamoeba keratitis”.

Wykazalam, ze ekstrakty uzyskane z Tanacetum vulgare wykazuja silne dzialanie
pelzakostatyczne. Surowcem leczniczym sg czg¢sci nadziemne rosliny — ziele i kwiaty. Ziele
wrotyczu zawiera do 0.6% olejku lotnego, a kwiaty od 1 do 1,5%. Gtéwnym sktadnikiem
olejku jest toksyczny B-tujon (okoto 70%), kamfora, borneol, a-pinen, 1,8-cyneol, sabinen.
Pozostate sktadniki to terpenoidy, steroidy oraz flawonoidy, pochodne kwercetyny i luteoliny
oraz akacetyna, kwas kawowy, garbniki, kwas askorbinowy i sole mineralne. Lecznicze
dziatanie tej rosliny zwigzane jest przede wszystkim z obecnos$cia B- tujonu oraz laktonow
seskwiterpenowych. Badania wykazaty, ze ekstrakty sporzadzone juz z okoto 25 mg suchej
masy rosliny na 1 ml roztworu, wykazujg silne wlasciwosci terapeutyczne przeciw petzakom
Acanthamoeba spp. Niestety badania przeprowadzone na myszach wykazaty, ze substancje
te dziataja toksyczne nie tylko na pelzaki, ale i na zwierzeta. Ze wzgledu na potencjalnie silne
wlasciwosci toksyczne wrotyczu, preparaty uzyskane z tej rosliny prawdopodobnie bedzie

mozna stosowac tylko zewnetrznie np. w AK.

Publikacja 6

Efektem moich dalszych badan jest praca “The evaluation of the amebicidal activity
of Eryngium planum extracts”. Badania opisane w powyzszej publikacji przeprowadzitam
we wspotpracy z Katedrg i Zaktadem Botaniki Farmaceutycznej, Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu, z Zaktadem Biochemii i Jakosci Plonéw IUNG w Putawach oraz z Laboratorium
Kontroli Jakosci w Phytopharm Klgka S.A.

Celem badan bylo zbadanie pelzakobdjczego i petzakostatycznego dziatania
ekstraktow etanolowych otrzymanych z lisci odziomkowych i korzeni Eryngium planum L.

(mikotajek ptaskolistny). Ro$liny zostaty zebrane z naturalnego stanowiska, na Kujawach.
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Wykonano analize fitochemiczna ekstraktow przy uzyciu chromatografii
cienkowarstwowej TLC oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Nastepnie
W wyniku rozdziatu ekstraktow metoda chromatografii kolumnowej otrzymano szereg frakcji.
W badaniach wykorzystatam sze$¢ frakcji tj.: flawonoidowa, flawonoidowo-saponinowa,
saponinowg oraz kwasow fenolowych uzyskane z liSci oraz saponinowg i kwasoéw
fenolowych z korzeni.

Na podstawie chromatogramoéw HPLC oraz profili MS stwierdzono, ze frakcje
saponinowe otrzymane z etanolowych ekstraktow z lisci i korzenia E. planum zawieraty
saponiny triterpenowe. Natomiast frakcja kwasoéw fenolowych z lici i korzeni zawierala
gléwnie: kwas rozmarynowy, kwas chlorogenowy, kwas kawowy oraz heksozyd kwasu
rozmarynowego.

Dziatanie pozyskanych frakcji testowatam w warunkach in vitro na patogenicznym
szczepie Acanthamoeba castellanii 309 (Kasprzak i Mazur 1972). Pelzaki pochodzity
z hodowli aksenicznej na podtozu ptynnym Cervy (Cerva 1969). Przyrost liczby pelzakoéw
badatam w odst¢pach 24 godzinnych, stosujac komore Thoma.

Przeprowadzone przeze mnie badania dzialania pelzakobéjczego oraz
pelzakostatycznego wybranych frakcji z E. planum wykazaly, ze zaréwno frakcje
saponinowe, jak i frakcje kwaséw fenolowych pozyskane z lisci i korzeni dzialajg
pelzakostatycznie na pelzaki z rodzaju Acanthamoeba. Najefektywniejsze dziatanie
stwierdzitam w zakresie stezen od 1mg/ml do 5 mg/ml hodowli petzakow. Najwyzszy spadek
liczby trofozoitdw obserwowano po podaniu frakcji saponinowej z lisci w stezeniu 1 mg/ml.
Stwierdzilam, ze zaréwno frakcje saponinowe, jak i frakcje kwasow fenolowych
moglyby znalez¢ zastosowanie w fitoterapii akantamebozy. Pozostale frakcje
(flawonoidowo-saponinowa i flawonoidowa) sa nieprzydatne w terapii akantamebozy.
Frakcja flawonoidowo-saponinowa hamuje wzrost trofozoitow juz w stezeniu 2 mg/ml, ale
rownoczesnie indukuje encystacje pelzakow. Natomiast frakcja flawonoidowa z lisci

E. planum pobudza petzaki do wzrostu.

Publikacja 7

Dzieki wspolpracy z panig prof. dr hab. Haling Wysokinska 1 dr n. farm. Lukaszem
Kuzmg z Katedra Biologii i Biotechnologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi powstala kolejna moja publikacja pt.: ,,Abietane diterpenoids from Salvia sclarea

transformed roots as growth inhibitors of pathogenic Acanthamoeba spp.”.
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Celem badan opisanych w tej pracy bylo =zbadanie petzakobojczego
I petzakostatycznego dziatania diterpenow wyizolowanych z Salvia sclarea (szatwia
muszkatalowa). W badaniach wykorzystaliSmy cztery diterpeny: salvipison, aethiopinon,
1 xoethiopinon i ferruginol. Substancje te uzyskano z kultur korzeni transgenicznych
(wlosnikowych) transformowanych genetycznie przy pomocy Agrobacterium rhizogenes. Do
ich identyfikacji oraz oczyszczenia zastosowano cienkowarstwowg chromatografie cieczowa
(TLC).

Dziatanie diterpenéw testowatam w warunkach in vitro na patogenicznym szczepie
Acanthamoeba. Petzaki podobnie jak w innych eksperymentach hodowatam w ptynnych
kulturach aksenicznych.

Wykazalam, ze ferruginol wykazuje aktywno$¢ petzakostatyczng juz w stezeniach
0,01 - 0,5 mg/ml, natomiast salvipison i aethiopinon wykazuja podobne dziatanie dopiero
w stezeniach 1 - 5 mg/ml. W najwyzszych stg¢zeniach uzyskatam zahamowanie wzrostu
petzakow nawet do 97%. Najslabsze dziatanie stwierdzitam w przypadku zastosowania

1 oxoethiopinonu, ktory wykazywat bardzo stabe dziatanie petzakostatyczne.

Publikacja 8

Kolejng rosling, ktora wzbudzita moje zainteresowanie jest Artemisia annua L. (bylica
roczna). Dziatanie tej rosliny opisalam w pracy ,,Artemisia annua L. as a plant with
potential use in the treatment of acanthamoebiasis™.

A. annua jest jednoroczng rosling, ktora wystepuje dziko w Azji oraz Europie
poludniowej. Zostala ona rowniez zawleczona do Polski, Danii, Holandii, Francji, Wtoch,
Lichtensteinu oraz Austrii.

A. annua uwazana jest za roslin¢ lecznicza, ale w literaturze zielarskiej wymienia si¢
ja sporadycznie (Wasowicz 2004). Dotychczas za najwazniejsze uznawano wykorzystanie jej
wlasciwosci leczniczych w malarii (De Donno et al. 2012; Ho et al. 2013). Roslina dziata
réwniez na niektore ptazince, grzyby, bakterie oraz wirusy.

Celem moich badan bylo zbadanie, czy wykazuje ona dziatanie petzakobdjcze i/lub
pelzakostatyczne.

W badaniach wykorzystatam ekstrakty metanolowe i chloroformowe z cze$ci
nadziemnych ro$liny, napar z rozdrobnionego materiatu roslinnego, suchy ekstrakt z A. annua
10:1 produkcji Chinskiej (Magiczny Ogrdéd, Poland) rozpuszczany na gorgco w wodzie

destylowanej oraz czysta artemizyning (firmy Sigma Chemical Company).
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Badania przeprowadzitam w warunkach in vitro oraz in vivo. Do badan
wykorzystatam szczep 309 Acanthamoeba castellanii - patogenicznym dla myszy,
izolowanym ze $rodowiska (Kasprzak and Mazur 1972), oraz szczepie Ac32 Acanthamoeba
sp. - patogenicznym dla cztowieka, izolowanym z przypadku Acanthamoeba Keratitis,
genotyp T4 (numer akcesyjny KP184479). Pelzaki hodowatam w ptynnych kulturach
aksenicznych oraz na podtozu statym NN (non-nutrient agar). Badania wptywu ekstraktow
z Artemisia annua na przebieg zarazenia petzakami testowatam na myszach szczepu BALBI/c.

Moje badania wskazaly, ze zaréwno ekstrakty wodne, alkoholowe,
chloroformowe z ziela A. annum L. oraz czystej artemizyniny dzialaja pelzakobéjczo i
pelzakostatycznie. Uzycie niskich stezen preparatéow (juz ok. 5 mg/ml) powodowalo
zahamowanie wzrostu pelzakéw, a ponadto powigkszenie objetosci pelzakéw i ich silng
wakuolizacje¢. Pelzaki zwakuolizowane nie przeksztalcaly si¢ w cysty, a po kilku dniach
ulegaly rozpadowi.

W  przypadku zwierzat doswiadczalnie zarazonych pelzakami z rodzaju
Acanthamoeba, stosowanie ww. preparatéw znacznie wydluza przezywalno$¢
zarazonych zwierzat.

Uzyskane wyniki s3 najlepsze ze wszystkich dotychczas badanych substancji

roslinnych.

Podsumowanie

Moje osiaggniecia naukowe dotycza przede wszystkim opracowania nowej metody
diagnostycznej pozwalajaca na wykrywanie petzakow z rodzaju Acanthamoeba. Metoda ta
mozna wykrywa¢ cysty Acanthamoeba spp. w materiale biologicznym pochodzacym od
pacjentow oraz w probach srodowiskowych. Opracowatam kilka wariantow tej metody.
Dzigki zaprojektowaniu réznych koniugatow umozliwitam wykrywanie celulozy w $cianie
cyst Acanthamoeba w $wietle widzialnym oraz UV.

Ponadto poréwnatam efektywno$¢ dziatania najpopularniejszych par starterow
opisanych w literaturze do identyfikacji technikg PCR petzakoéw z rodzaju Acanthamoeba.
Dzigki temu znalaztam pare starterow, ktora jest najbardziej swoista do wykrywania
Acanthamoeba i pozwala na rozrdoznienie szczepéw Acanthamoeba od innych petzakow
wolno zyjacych.

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach po raz pierwszy zajetam si¢ mozliwoscia

wykorzystania rodzimych roslin w fitoterapii akantamebozy. Zbadatam dziatanie ekstraktow
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roslinnych z kilku bardzo popularnych w Polsce roslin tj. Solidago virgaurea L. (nawto¢
pospolita), Solidago graminifolia L. (nawlo¢ waskolistna), Pueraia lobata (Wild.)(otownik
tatkowaty), Rubus chamaemorus L.(malina moroszka)., Tanacetum vulgare L. (wrotycz
pospolity), Eryngium planum L. (mikotajek ptaskolistny), Artemisia annua L. (bylica roczna),
jak rowniez wielu substancji z nich pozyskanych. Badania te moga poméc w znalezieniu
nowych lekéw, ktore beda skuteczne w terapii akantamebozy i jednocze$nie nie beda

wywotywaty reakcji niepozadanych dla pacjenta.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.
Podczas mojej wieloletniej pracy w Katedrze i Zaktadzie Biologii i Parazytologii
Lekarskiej uczestniczytam i nadal uczestnicze¢ w licznych pracach badawczych.

W dotychczasowej mojej dziatalno$ci naukowej mozna wyrdzni¢ kilka gtéwnych
kierunkéw badan. Przede wszystkim rownolegle z badaniami opisanymi w cyklu
habilitacyjnym od 20 lat prowadz¢ badania, ktorych obiektem jest nicien Trichinella spiralis.
Prowadzone przeze mnie badania dotycza:

e biochemicznych mechanizméw obronnych zachodzacych w ukladzie pasozyt-zywiciel

W przebiegu doswiadczalnej trichinellozy;

e udzialu antyoksydantéw enzymatycznych i nieenzymatycznych w mechanizmach
obronnych zywiciela;

e roli tlenku azotu w procesach obronnych zywiciela w przebiegu doswiadczalnej
wlo$nicy;

¢ udzialu transferazy-S-glutationowej w procesach detoksykacyjnych;

¢ roli receptorow toll-podobnych w odpowiedzi Zywiciela na inwazje pasozytnicze.

Wyniki badan dotyczacych mechanizméw obronnych zostaly zawarte w 12 pracach
oryginalnych, ktorych jestem wspotautorem. Biochemiczne mechanizmy obronne zywiciela
byly przez nas badane w fazie jelitowej i migsniowej wilosnicy. W przeprowadzonych
badaniach stwierdziliSmy wzrost aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych takich, jak
dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa i transferaza glutationowa oraz wzrostu
poziomu antyoksydantow nieenzymatycznych (TAS — catkowitego st¢zenia antyoksydantéw).
Aktywnos$¢ wzrastata zarowno w migsniach szkieletowych, jak i we krwi myszy zarazonych
T. spiralis. Zaobserwowany przez nas wzrost aktywnosci badanych enzyméw oraz TAS

$wiadczy o udziale tych antyoksydantow w biochemicznych mechanizmach obronnych
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zywiciela powigzanych z wolnymi rodnikami tlenowymi (Derda i Hadas$, 2000; Derda i wsp.
2004).

Roéwnolegle badatam wplyw réznych grup lekow stosowanych w leczeniu wtosnicy na
poziom antyoksydantow w tkankach zywicicla. Badanymi lekami byty: metyloprednizolon -
lek z grupy glikokortykoidow o przedtuzonym dziataniu przeciwzapalnym, lewamizol — lek
immunomodulujagcy oraz albendazol - anthelmintyk z grupy benzimidazoli.
W przeprowadzonych badaniach wykazaliSmy, ze metyloprednizolon normalizowat
podwyzszong aktywnos$¢ peroksydazy oraz dysmutazy ponadtlenkowej w tkance zywicicla
w fazie mig$niowej wlosnicy. Natomiast albendazol wyraznie indukowal aktywno$¢
transferazy glutationowej w migsniach myszy zarazonych T. spiralis (Boczon i wsp. 1996;
Wandurska-Nowak i wsp. 1998).

Nalezy podkresli¢ nowatorski charakter tych badan. Aktualnie rozwaza si¢ bowiem
koncepcje wielofunkcyjnego mechanizmu dziatania anthelmintykéw, w tym réwniez
benzimidazoli. Obecnie uwaza si¢, ze cecha charakterystyczng wielu lekow
przeciwpasozytniczych jest wielokierunkowo$¢ ich dziatania. Poza tym, prawdopodobnie
skuteczno$¢ terapii anthelmintykami moze by¢ dodatkowo wzmocniona przez ich
oddziatywanie na mechanizmy obronne zywiciela.

Badania udzialu 1 roli wolnych rodnikéw oraz antyoksydantdéw w biochemicznych
mechanizmach obronnych Zywiciela s3 nadal aktualnym kierunkiem badan. Moga si¢ one
przyczyni¢ do doktadniejszego wyjasnienia patomechanizmu zaburzen we wlo$nicy.

Celem dalszych badan, dotyczacych biochemicznych mechanizméw obronnych
powigzanych z wolnymi rodnikami, byto okres§lenie udzialu wolnych rodnikéw azotowych
W procesach obronnych zywiciela. Przedmiotem naszych badan byt udziatu tlenku azotu (NO)
i indukowalnej syntazy NO (iNOS) w procesach obronnych zywiciela w przebiegu
doswiadczalnej wilosnicy u myszy. Od niedawna wiadomo, ze tlenek azotu jest
wszechstronnym regulatorem wielu procesow zachodzacych w Zywych organizmach,
anajwazniejsza funkcja NO syntetyzowanego przez iNOS jest udzial w nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej, stymulowanej przez limfocyty Thl. Podjeta przez nas
tematyka badawcza z pogranicza biochemii 1 immunologii dotyczy mechanizméw zmian
patologicznych w tkankach zywiciela, wywotanych obecnoscig pasozyta. W tkankach myszy
zarazonych T. spiralis stwierdzono podwyzszony poziom tlenku azotu, co $§wiadczy o udziale
NO produkowanego przez iNOS w biochemicznych procesach obronnych zywiciela. Podanie
zarazonym zwierzetom albendazolu wywotalo dodatkowa stymulacje¢ poziomu NO

w tkankach zywiciela, co wskazuje, ze ten lek moze réwniez poza bezposrednig aktywnoscig
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przeciwpasozytnicza przyczynia¢ si¢ do intensyfikacji biochemicznych procesow obronnych
zywiciela (Wandurska-Nowak 1 wsp. 2003). Sprawdzili$my rowniez jaki efekt moze wywotaé
podawanie endogennego NO w trakcie inwazji pasozytniczej. PodawaliSmy zarazonym
zwierzetom leki biorgce udzial w uwalnianiu egzogennego NO, takie jak: Nitrogliceryna,
Izosorbid, Nitrendypina, Sildenafil oraz Pentaerythritol. Wykazalismy, ze podawanie przez
dluzszy czas w trakcie wlosnicy duzych dawek egzogennego NO, w postaci niektorych
powszechnie stosowanych lekow uwalniajacych NO, przyczynia si¢ do nasilenia
intensywnosci zarazenia larwami wtosnia (Hadas 1 wsp. 2002).

W ostatnich latach bratam roéwniez udzial w badaniach roli transferaz-S-
glutationowych (GST) w mechanizmach obronnych. Transferazy —S-glutationowe to grupa
wielofunkcyjnych enzymow, ktére odgrywaja kluczowa role w detoksykacji komorek.
W naszych badaniach zajmowaliSmy si¢ udzialem GST w biochemicznej obronie przed
zarazeniem Trichinella spiralis. Jednym z naszych celéw bylo zbadanie wptywu inwazji
T. spiralis na catkowitg aktywnos$¢ GST oraz zbadanie wtasciwosci kinetycznych cytozolowej
GST w jelicie oraz w migéniach szkieletowych myszy. BadaliSmy kinetyke reakcji
enzymatycznych zachodzacych w przebiegu fazy jelitowej i migSniowej wlosnicy.
StworzylisSmy wykres Lineweavera—Burka, a nastgpnie wyznaczyliémy statg Michaelisa (Km)
dla przebiegu reakcji enzymatycznej. Przedstawial on kinetyke GST nasycenia substratu
w jelitach i migéniach myszy zarazonych T. spiralis. Substratem w tej reakcji byta
Zredukowana forma glutationu GSH. Wyniki nasze wykazaty statystycznie znamienny
wzrost aktywnosci calkowitej GST w jelicie cienkim 1 grubym u myszy. Ponadto
stwierdziliSmy, ze inwazja Trichinella wywoluje w jelicie cienkim 12-krotny spadek warto$ci
Km w niskim stgzeniu substratu i szesciokrotny wzrost warto$ci W wysokim zakresie Km.
W jelicie grubym inwazja wywoluje jedynie pigciokrotny spadek wartosci Km w niskich
stezeniach substratu, podczas gdy wartos¢ Km w wysokich stezeniach substratu , pozostaje
bez zmian. Wyniki te sugeruja ze GST z jelita cienkiego myszy moze uczestniczy¢
w usuwaniu produktow wydalniczo-wydzielniczych pasozyta do jelita zywiciela podczas
wlosnicy. Wyniki badan sugeruja, ze obecno$¢ pasozyta i prawdopodobnie jego produktow
wydalniczo-wydzielniczych w jelicie zarazonej myszy, silnie stymuluje catkowita aktywnos¢
GST. Jednoczesnie modyfikuje to kinetyka tego enzymu zmieniajac jego wlasciwosci
katalityczne (Wojtkowiak-Giera i wsp. 2011). DokonaliSmy réwniez oceny wplywu
albendazolu na kinetyke cytozolowej GST w migsniach szkieletowych. Uzyskane przez nas
wyniki wykazaly w trzecim tygodniu po zarazeniu, 2,3- krotny wzrost Km w wysokich

stezeniach substratu oraz ponad 2,8-krotny spadek Km w niskich stezeniach substratu.
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W szdstym tygodniu po zarazeniu Km w wysokich st¢zeniach substratu nie ulegto zmianie,
natomiast w niskich stezeniach wzrosto 2,3-krotnie. Ponadto wyniki naszych badan wskazuja
na dodatkowe zmiany w Kinetyce nasycenia substratu GST w mig$niach myszy zarazonych
T. spiralis i leczonych albendazolem (Wojtkowiak-Giera i wsp. 2007). Badali$my rowniez
wplyw albendazolu na cytoplazmatyczng transferaze-S-glutationowg oraz zmiany aktywnos$ci
GST przed i po leczeniu lewamizolem. Po leczeniu albendazolem stwierdzono dwukrotng
stymulacje GST w mi¢$niach, w drugim tygodniu od zarazenia oraz w fazie migsniowej (6-7
tydzien). Podczas leczenia lewamizolem szczyt stymulacji GST przypadal na 2 i 4 tpz. Zaden
z lekéw nie wywola zmian aktywnos$ci GST w surowicy. Wynik te sugerujg, ze oba leki
zwigkszajg calkowitg aktywno$¢ GST biorgcej udzial w biochemicznych mechanizmach
obronnych z wolnymi rodnikami tlenowymi (Derda i wsp. 2003). Zbadali$my réwniez
wplyw albendazolu na transferaz¢ glutationowa w jelitach. Uzyskane wyniki wykazaty
statystycznie znamienny spadek aktywnos$ci calkowitej GST w jelicie cienkim i grubym
myszy zarazonych T. spiralis i leczonych albemdazolem, w poréwnaniu z myszami
nieleczonymi. Ponadto stwierdzilismy, ze podawanie albendazolu modyfikuje Kinetyke
nasycenia substratem GST w jelitach, poniewaz lek zmienia wartosci statej Michaelisa tego
enzymu. Na podstawie naszych badan mozemy przypuszczaé, ze albendazol wpltywa na
catkowitg aktywnos$¢ i kinetyke GST. Prawdopodobnie powoduje on réwniez zmiany
w czwartorzgdowa Strukturze tego enzymu. DoszliSmy do wniosku, ze skoro GST bierze
udziat w biochemicznej obronie zywiciela, moze to mie¢ dodatkowy wpltyw na mechanizmy

obronne zywiciela (Wojtkowiak-Giera i wsp. 2012)

Jak juz wcze$niej wspominatam dwa gtéwne modele badawcze, ktorymi zajmuje si¢
rownolegle od wielu lat to nicien Trichinella spiralis oraz pelzaki wolno zyjace
z wyszczeg6lnieniem petzakow z rodzaju Acanthamoeba. W kregu moich zainteresowan
znalazla si¢ nie tylko diagnostyka 1 terapia akantamebozy, ale rowniez biologia,
epidemiologia, jak rowniez rola pelzakow wolno zyjacych w transporcie innych patogendw.

e Stad tez kolejne moje badania dotyczyly pelzakow jako przenosicieli patogenicznych
bakterii.

Mechanizm wywolywania zmian chorobotworczych przez pelzaki z rodzaju
Acanthamoeba nie jest do konca poznany. Wiadomo, ze moze by¢ on zwigzany
z odzywianiem si¢ pelzaka tkanka zywiciela. Jednakze coraz czesciej bierze si¢ pod uwage
role petzakéw jako przenosicieli chorobotworczych bakterii. Pelzaki w naturalnym

srodowisku w znacznym stopniu ograniczaja liczebno$¢ populacji bakterii, ale moga tez
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utatwiaé przezywalno$¢ chorobotwodrczych dla cztowieka szczepdw, stanowigc ich naturalny
rezerwuar.

Zyjace w $rodowisku naturalnym bakterie stanowia gtéwne zrodto pokarmu dla
petzakow. Jednakze istniejg gatunki bakterii, ktérym udato si¢ rozwing¢ mechanizmy
ochronne przed sfagocytowaniem, lub mechanizmy blokujace procesy zabijania i trawienia po
wchionigciu przez komorke pierwotniaka. I tak niektore populacje bakterii potrafig
wykorzysta¢ dostep do bogatego 1 bezpiecznego wewnatrzkomorkowego $rodowiska dla
wlasnej reprodukcji lub ochrony przed skutkami oddziatywan szkodliwych czynnikéw
srodowiska zewnetrznego. W takich przypadkach, po wchionigciu przez pierwotniaka
bakterie hamuja fuzje fagocytosomu z lizosomami uniemozliwiajac rozpoczgcie procesu
wewnatrzkomorkowego trawienia. Bakterie namnazaja si¢ w wodniczkach pokarmowych.
Koncowym etapem infekcji jest liza komorki gospodarza, prowadzaca do uwolnienia nowych
generacji bakterii. W niektorych przypadkach (Listeria monocytogenes) obserwujemy jednak
inny model zakazenia komorki pierwotniaka. Bezposrednio po wchionigciu bakteria uwalnia
si¢ z fagocytarnej wakuoli 1 przenika do cytoplazmy, w ktérej mnozy si¢ az do spowodowania
lizy komorki gospodarza (Ly i wsp. 1990). Znane sg takze gatunki mnozace si¢ bez
wywotania lizy (Vibrio cholerae) oraz gatunki przezywajace bez mozliwosci
wewnatrzkomérkowych podziatéw (Thom i wsp. 1992).

Bakterie, ktore uwalniaja si¢ z komorki pierwotniaka moga ponownie zakaza¢ inne
pelzaki, lub dostawa¢ si¢ do organizmu czlowieka np. podczas wdychania aerozoli
zawierajacych ich infekcyjne formy. Inng drogg transmisji mogg by¢ uwalniane przez petzaki,
zwlaszcza przez gatunki z rodzaju Acanthamoeba pecherzyki, zawierajace duze iloSci
bakterii, ktore moga dziala¢ jak czasteczki zakazne. Ale niebezpieczne mogg juz same petzaki
wypetnione bakteriami, ktorych wdychanie moze by¢ jedna z drog zakazenia bakteriami.

Szczegdlng  ochrone  zapewniaja  bakteriom  pierwotniaki ~ wytwarzajace,
charakterystyczne dla danego gatunku, formy przetrwalnikowe. Zdolnos¢ do okresowego
przebywania bakterii w ich wnetrzu umozliwia ponadto kolonizacje nowych, czesto odleglych
terenow w wyniku wedréwki cyst z wiatrem lub woda.

Przetrwanie radykalnej zmiany otoczenia, ktorg przechodza bytujace w komorkach
pierwotniakow bakterie, wymaga posiadania sprawnych mechanizméw adaptacyjnych, ktore
oparte s3 one w duzej mierze na regulacji ekspresji gendw. Wykorzystanie przez pasozytnicze
drobnoustroje tej samej strategii w nowych warunkach, tj. podczas inwazji komorek

kregowca, pozwala na uniknigcie ataku nieswoistych i swoistych mechanizméw obronnych
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organizmu, zapewnia dostep do nowego, bogatego w czynniki odzywcze srodowiska, a cz¢sto
utatwia rozprzestrzenianie si¢ chorobotworczych bakterii w organizmie zakazonego osobnika.

Na mozliwo$¢ wykorzystania pierwotniakéw jako rezerwuardw chorobotworczych dla
czlowieka gatunkéw bakterii zwrocilty uwage zainicjowane w latach 70-tych badania nad
biologia Legionella pneumophila, jako etiologicznego czynnika nieznanej wczesniej choroby
legionistow. Od tego czasu poznano wiele innych wewnatrzkomorkowych bakteryjnych
patogenow, ktoére moga atakowaé wolno zyjace petzaki, wilaczajac pratki z rodzaju
Mycobacterium, przecinkowce cholery, Listeria monocytogenes, Francisella tularensis,
bakterie z rodzaju Chlamydia i Rickettsia, Burkholderia pseudomallei, a takze pateczki
Salmonella, Shigella, Yersinia i inne.

Celem naszych badan bylo =znalezienie powigzah pomiedzy potencjalnie
patogenicznymi petzakami i przenoszonymi przez nie bakteriami, a mozliwos$cia wystapienia
zmian patogenicznych u czlowieka.

Petzaki wykorzystane do badan byly wyizolowane z jezior oraz z uje¢ wody
wodociggowej na oddziatach chirurgii kilku poznanskich szpitali (sale pacjentow, sale
opatrunkowe, punkty zabiegowe).

Petzaki hodowano na podlozu stalym i ptynnym. Wykonano ocen¢ inwazyjnosci
I wirulencji na zwierzegtach doswiadczalnych.

Wykrywanie bakterii obecnych w wodzie, komoérkach izolowanych petzakoéw oraz
w tkankach zwierzat do§wiadczalnych przeprowadzono za pomoca testow z przeciwciatami
monoklonalnymi 1 metod mikrobiologicznych. Ponadto w przypadku podejrzenia istniejacego
zakazenia bakteryjnego niektore tkanki zwierzat doswiadczalnych poddawane byty analizie
histopatologicznej.

Z wigkszosci prob wody pobranych z jezior i oddziatow chirurgii wyizolowano
petzaki z rodzaju Acanthamoeba i Hartmannella. Wigkszo$¢ izolatow byta inwazyjna
| patogeniczna dla myszy. Z pluc i mozgow padlych zwierzat izolowano pelzaki.
W przypadkach, gdy po zarazeniu pelzakami myszy padaty, ale z ich tkanek nie dato si¢
izolowa¢ petzakéw, analiza histopatologiczna wykazata zmiany w mozgach 1 plucach
wskazujace na typowe zakazenie bakteryjne. Potwierdzity to badania bakteriologiczne tkanek,
a takze petzakow. Ok. 50% izolatow zawierato wewnatrz komorek bakterie.

W izolowanych pelzakach stwierdzono obecnos¢ Clostridium perfringens,
Chryseomonas meningosept, pojedyncze ziarniaki Gram (+) typu Micrococcus sp.,

Morganella morgani, Proteus mirabilis oraz Proteus vulgaris. Ponadto test z przeciwciatami
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monoklonalnymi wykazal w petzakach staba reakcje pozytywna na obecno$¢ paleczek
Legionella pneumophila.

Obecnos¢ bakterii wewnatrz pelzakdw wolno zyjacych lub ewentualnie na ich
powierzchni stanowi szczegdlne wyzwanie dla badania 1 kontroli czystosci wod
powierzchniowych, kapielisk oraz uje¢ wody pitne;j. Istnieje bowiem mozliwo$¢ powigzania
wystepowania niektorych choréb cztowieka z obecnoscig bakterii w petzakach (Hadas 1 wsp.
2001, 2002, 2003a,b).

Kontynuujgc tematyke petzakow wolno zyjgcych, kolejnym tematem moich badan byto:
e Badanie prob srodowiskowych na obecno$¢ pelzakow z rodzaju Acanthamoeba.

Badania dotyczyty analizy prob $rodowiskowych na obecnos¢ patogenicznych
pelzakow z rodzaju Acanthamoeba.

Petzaki wolno zyjace z rodzaju Acanthamoeba dotychczas wykrywano w wodach
z jezior, w basenach, a nawet w wodzie wodociggowej. Niektore szczepy pelzakow stanowig
powazne zagrozenie dla ludzi z nieprawidlowo funkcjonujacym uktadem immunologicznym,
leczonych lekami immunosupresyjnymi , a takze co raz czesciej dla 0s6b noszacych soczewki
kontaktowe. Dotychczas w literaturze nie ma wystarczajacych informacji na temat
wystepowania petzakow z rodzaju Acanthamoeba w Polsce. W ramach naszych badan po raz
pierwszy w Polsce przebadalismy proby piasku oraz wode z fontann.

Proby piasku pobierano z 13 piaskownic znajdujacych si¢ na placach zabaw dla dzieci
na terenie miasta Poznania. Proby wody natomiast pochodzity z 9 poznanskich fontann
iwodotryskow. Proby pobierano w okresie od maja do sierpnia, w latach 2012 - 2014.
Wyizolowane z piasku pelzaki hodowano na podiozu NN, a nastgpnie badano ich
patogenicznosci i wirulencje na zwierzg¢tach doswiadczalnych. Do badan wykorzystano 2-3
tygodniowe myszy szczepu BALB/c, ktorym podawano donosowo trofozoity petzakow.
Badania wykazaly obecno$¢ petzakow z rodzaju Acanthamoeba we wszystkich badanych
piaskownicach. W 7 na 13 badanych piaskownic stwierdzono obecno$¢ patogenicznych
petzakow. Najbardziej zjadliwe pelzaki wyizolowano z piaskownicy przy jeziorze Malta.
Powodowaly one szybka $mier¢ myszy w ciggu 4-5 dni. Pozostate izolaty wywotywaty
przewlekte zarazenie myszy (Cholewinski i wsp. 2013).

Pelzaki wystepowaty rowniez w 6 z 9 badanych fontannach. Na podstawie badan
biochemicznych oraz morfologiczno-mikroskopowych stwierdzono, ze wyizolowane pelzaki
podobnie jak w przypadku izolatow z piaskownic, nalezg do rodzaju Acanthamoeba. Badania
pategonicznos$ci 1 wirulencji przeprowadzone na zwierzgtach doswiadczalnych wykazaty, ze

badane izolaty petzakéw nie wywotaty $mierci zwierzat, stwierdzono natomiast u zwierzat
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nadpobudliwo$¢ (zwigszona ruchliwo$¢ oraz bardzo gwaltowna reakcja na bodzce
zewnetrzne). Wykonano posiew moézgu i ptuc badanych myszy. W przypadku 1 izolatu
stwierdzono trofozoity pelzakow w mozgu i ptucach, w przypadku pozostatych 5 izolatow

stwierdzono obecno$¢ petzakow w mozgach myszy (Derda i wsp. 2013).

Aktualnie prowadze badania, ktéorych tematem jest:

e Genotypowanie izolatéw pelzakow pochodzacych z proéb srodowiskowych.
Badania prowadzone s3 we wspolpracy z Katedrg Biochemii i Biologii
Molekularnej, Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

e Pelzaki wolno zyjace z rodzaju Acanthamoeba jako przenosiciele patogenicznych
bakterii.

e Okreslenie udzialu receptorow Toll-podobnych w mechanizmach obronnych
zywiciela w przebiegu doSwiadczalnej akantamebozy.
Badania prowadzone s3 we wspolpracy z Katedra i Zakladem Biologii
I Parazytologii Medycznej oraz Katedra i Zakladem Histologii i Embriologii,
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie

e Zastosowania fitoterapii w inwazjach pasozytniczych wywolanych przez nicienie.
Badania prowadzone sa we wspdlpracy z Katedra i Zakladem Botaniki

Farmaceutycznej, Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Podsumowanie dzialalnosci naukowej

Podsumowujac, jestem autorem 88 publikacji o tacznym 1F=29.385 i 485 punktach MNiSW.
Wséréd wymienionych prac sg 33 prace oryginalne, 7 prac przegladowych, 1 podrecznik
akademicki i 43 streszczenia zjazdowe.

Liczba cytowani moich prac wedtug Web of Sciences wynosi 120.

Index Hirscha wynosi 7.

Za moja dziatalno$¢ naukowa otrzymatam 6 nagréd zespolowych Rektora Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu.

Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych,

wspolpracy naukowej i popularyzacji nauki zostaty szczegdétowo opisane w zalaczniku 3.
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