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1. Imie i nazwisko

Grzegorz Czerwonka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2014 r. Stopien doktora nauk biologicznych,
- Wydzial Matematyczno-Przyrodniczy Uniwersytetu Jana Kochanowskiego
w Kielcach.
- Tytut rozprawy: ,,Wplyw aktywnosci ureolitycznej na biofilmy szczepow
Proteus mirabilis oraz Pseudomonas aeruginosa”, promotor w przewodzie
doktorskim prof. dr hab. Wiestaw Kaca, Zaktad Mikrobiologii, Instytut

Biologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach

2007 r. Tytul zawodowy magistra biotechnologii,

- Wydzial Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskie;j
w Lublinie;

- Tytul pracy: ,,Zastosowanie biatek GFP i DsRed w badaniach sygnatow
molekularnych ~ funkcjonujagcych ~w  symbiozie  rizobia-rosliny
motylkowate”, promotor prof. dr hab. Anna Skorupska, Zaktad
Mikrobiologii  Ogolnej Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii

Uniwersytetu Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych.
2015 r. — obecnie adiunkt w Zakladzie Mikrobiologii, Uniwersytet Jana
Kochanowskiego w Kielcach
2008 — 2015r. asystent w Zakladzie Mikrobiologii, Uniwersytet Jana

Kochanowskiego w Kielcach
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4. Omowienie osiagniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce (Dz. U. 2 2021 r. poz. 478 z
pozn. zm.).

Osiagniecie naukowe stanowi cykl 6 artykutdow naukowych opublikowanych w latach 2016 —

2022 i powigzanych tematem:

Wykorzystanie potencjalu elektrokinetycznego oraz hydrofobowosci powierzchni
komorki bakteryjnej w badaniach nad procesami adhezji oraz tworzenia biofilmu

bakterii Gram-ujemnych

W sktad osiagniecia naukowego wchodzg nastepujace publikacje:

Al Czerwonka G*, Guzy A, Katuza K, Grosicka M, Danczuk M, Lechowicz L, Gmiter D,
Kowalczyk P, Kaca W. The role of Proteus mirabilis cell wall features in biofilm formation.
Archives of Microbiology 2016 Nov;198(9):877-84.

IF2016: 1,600 MNiSW: 20 (18 cytowan)

MOoj udzial polegal na: stworzeniu koncepcji pracy i okresleniu celow badawczych,
zaplanowaniu badan, wykonaniu pomiaréow ilosci biofilmu oraz adhezji bakterii do
powierzchni statych, zdje¢ w mikroskopii fluorescencyjnej, pomiaru potencjatu zeta,
hydrofobowosci powierzchni komorki metodg MATH oraz opracowaniu i dyskusji wynikow,
napisaniu i redakcji pracy, korespondencji z redakcjg czasopisma (autor korespondencyjny)

oraz odpowiedzi na recenzje.

A2 Borkowski A*, Gutowski L, Syczewski M, Ctapa T, Czerwonka G. Adaptation of
bacteria Escherichia coli in presence of quaternary ammonium ionic liquids. Ecotoxicology
and Environmental Safety 2018 Nov 30;164:370-378.

IF2018: 4,527 MNiSW: 30 (11 eytowan)

MOoj wklad w prace polegal na wspotudziale w opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
pomiarow potencjatu elektrokinetycznego, analizie wynikow rozdziatu elektroforetycznego

SDS-PAGE oraz opracowaniu wynikow i ich dyskusji.

A3 Czerwonka G*, Gmiter D, Guzy A, Rogala P, Jabtonska-Wawrzycka A, Borkowski A,
Clapa T, Narozna D, Kowalczyk P, Syczewski M, Drabik M, Danczuk M, Kaca W. A

benzimidazole-based ruthenium(lV) complex inhibits Pseudomonas aeruginosa biofilm
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formation by interacting with siderophores and the cell envelope, and inducing oxidative

stress. Biofouling 2019 Jan;35(1):59-74.
IF2019: 2,351 MNiSW: 70 (10 cytowar)

Moj udziat w pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy i okresleniu celow badawczych,
zaplanowaniu badan, wykonaniu pomiarow MIC, MBC, pomiarow ilosci biofilmu, produkcji
piowerdyny, zdjeé mikroskopii konfokalnej oraz wspotudziale
w wykonaniu zdje¢ SEM oraz analizy EDS, pomiarze potencjatu zeta oraz hydrofobowosci
powierzchni komorki, opracowaniu i dyskusji wynikow, napisaniu
i redakcji pracy, korespondencji z redakcjq czasopisma (autor korespondencyjny) oraz

odpowiedzi na recenzje.

A4 Durlik K*, Czerwonka G, Zarnowiec P, Kaca W. Characterization of Proteus mirabilis
Lipopolysaccharide Samples by Infrared Spectroscopy and Serological Methods. Methods

In Molecular Biology 2019 2021:217-230.

IF2019: - MNiISW: 70 (0 cytowan)

Moj udzial w przygotowaniu tej procedury polegal na stworzeniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu badan, izolacji i oczyszczaniu LPS, opisie procedury, napisaniu i redakcji

pracy.

A5 Czerwonka G*, Gmiter D, Durlik-Popinska K. Draft Genome of Proteus mirabilis
Serogroup 018 Elaborating Phosphocholine-Decorated O Antigen. Frontiers in Cellular and
Infection Microbiology 2021; Mar 25;11:620010

IF2021: 6,073 MNiSW: 100 (0 cytowanie)

M0oj udziatl w pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy i okresleniu celow badawczych,
zaplanowaniu badan, izolacji DNA, wspotudziale w asemblacji, adnotacji oraz
zdeponowaniu genomu w GenBank’u, analizie i opisie klastra kodujgcego antygen O,
opracowaniu i dyskusji wynikéw, napisaniu i redakcji pracy, korespondencji

z redakcjg czasopisma (autor korespondencyjny) oraz odpowiedzi na recenzje.

A6 Czerwonka G*, Durlik-Popinska K, Szczerba M, Kwiatkowska M, Drabik M, Kaca W.
Phosphocholine decoration of Proteus mirabilis 018 LPS induces hydrophobicity of the cell
surface and electrokinetic potential, but does not alter the adhesion to solid surfaces. Cell

Surface 2022; Jun 15:8:100079.
IF2022: brak - MEIN: 20 (CiteScore: 5,8) (0 cytowan)
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MOoj udzial polegal na stworzeniu koncepcji pracy i okresleniu celow badawczych,
zaplanowaniu badan, pomiarze hydrofobowosci oraz potencjatu elektrokinetycznego
powierzchni komorki, pomiarze adhezji oraz agregacji bakterii W obecnosci przeciwciat
antyfosfocholinowych, opracowaniu i dyskusji wynikéw, napisaniu i redakcji pracy,
korespondencji z redakcjg czasopisma (autor korespondencyjny) oraz odpowiedzi na
recenzje.

*- autor korespondencyjny

Laczny impact factor publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego: 14,551
Suma punktow MNiSW/MEIN za publikacje zgodnie z rokiem opublikowania: 310 pkt
Suma cytowan publikacji wg Web of Science™ (kwiecien 2023): 39

4.1. Wprowadzenie

Wystepowanie bakterii w srodowisku jest bezposrednio zwigzane z ich mozliwosciami do
adhezji do powierzchni statych. Zjawisko to dotyczy zarowno powierzchni abiotycznych jak
rowniez powierzchni organicznych, takich jak powierzchnia komorki eukariotycznej np.
podczas infekcji bakteryjnej. Adhezja bakterii do powierzchni statej jest pierwszym
i kluczowym etapem tworzenia biofilmu bakteryjnego, gdzie komorki planktoniczne
(wolnoptywajace) poczatkowo przylaczaja si¢ do dostepnej powierzchni, nastepnie dzielg si¢
i wydzielaja zewnatrzkomorkowe substancje polimerowe (Extracellular Polymeric Substances
- EPS), aby na koncu wytworzy¢ wielowarstwowg struktur¢ biofilmu (Wu i in., 2018).
Tworzenie biofilmu jest procesem wieloetapowym, w ktérym najpierw bakterie ulegaja
odwracalnej adhezji do powierzchni statej. Kolejnym etapem jest adhezja nieodwracalna, gdzie
bakterie osiadle na powierzchni zaczynaja si¢ dzieli¢, co prowadzi do wytworzenia
mikrokolonii i wydzielania macierzy zewnatrzkomorkowej. EPS zapewnia biofilmowi wiele
istotnych funkcji, w tym ochrong przed stresem srodowiskowym np.: wysychaniem, dziataniem
srodkow przeciwdrobnoustrojowych, jak rowniez przed stresem mechanicznym (Gloag i in.,
2020). Nastgpny etap to tworzenie biofilmu dojrzatego, gdzie komorki bakterii otoczone sa
macierzg zewnatrzkomorkowa i tworzg przestrzenne struktury. Ostatni etap to dyspersja, gdzie
pojedyncze komorki, badz agregaty komorek, odtaczajg si¢ od biofilmu i zostajg przeniesione,
zazwyczaj wraz ze strumieniem wody, w ktérym tworzy si¢ biofilm, do nowego miejsca adhezji
(Muhammad i in., 2020). Model ten jednak nie zawsze odzwierciedla zmiany jakie sa

obserwowane w $rodowisku i obecnie probuje si¢ zaproponowaé¢ nowe modele tworzenia
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biofilmu, dokladniej odzwierciedlajace ten proces (Sauer i in., 2022). Zycie w formie biofilmu
jest korzystne dla przetrwania komorek bakteryjnych w trudnych warunkach. Wystepowanie
bakterii w Dbiofilmie moze skutkowa¢ rdznymi niekorzystnymi zjawiskami, m.in.
wywotywaniem trudnych do wyleczenia infekcji szpitalnych lub skazenia zywnos$ci
i produktow zywnosciowych w zaktadach przetworczych (Cheng i in., 2019).

Adhezje bakterii do powierzchni mozna do pewnego stopnia wyjasni¢ przez
fizykochemiczne interakcje bakterie-powierzchnia. Proces adhezji bakterii do powierzchni
zostal zdefiniowany w klasycznej teorii DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) jako
catkowita sita oddzialywania miedzy powierzchnig a komorka bakteryjng, ktora jest sumag
przyciagania sit van der Waalsa oraz interakcji elektrostatycznych (Marshall i in., 1971), gdzie
potencjat elektrokinetyczny rézny od zera pomiedzy rozwazanymi powierzchniami bedzie
powodowat odpychanie si¢ ich od siebie. Teoria ta zostata pdzniej rozszerzona o sity wigzan
wodorowych, ktére maja miejsce na niewielkich dystansach pomig¢dzy oddziatujacymi
powierzchniami (eXtended DLVO - XDLVO) (Cheng i in., 2019). Oddziatywanie sit van der
Waalsa jest istotne w bliskiej odlegtosci od powierzchni i szybko maleje wraz ze zwigkszajaca
si¢ odlegtoscia, podczas gdy sity elektrostatyczne stajg si¢ dominujacymi sitami oddziatujgcymi
w dalszych odlegloéciach od powierzchni komorki (Hori i Matsumoto, 2010). Ocenia sig, ze
stabilnos¢ roztworu koloidowego jest uzalezniona od zréwnowazenia si¢ tych sit (Moore i in.,
2015). Komorki bakterii w roztworach wodnych w fizjologicznym dla nich zakresie pH
posiadaja zazwyczaj negatywny tadunek elektrokinetyczny (Ayala-Torres i in., 2014).
Powoduje to powstawanie energii elektrostatycznej dziatajacej odpychajaco na obie
powierzchnie, ktora wzrasta wraz ze wzrostem sily jonowej otaczajagcego roztworu wodnego
(van Loosdrecht i in., 1989). Potencjat elektrokinetyczny powierzchni bakterii Gram-dodatnich
jest gtownie wynikiem obecnoséci grup fosforylowych i karboksylowych zlokalizowanych
w kwasie tejchojowym i tejchuronowym. U bakterii Gram-ujemnych potencjat
elektrokinetyczny  jest modyfikowany glownie przez obecnos¢ komponentow
lipopolisacharydu (Ciesla i in., 2011).

W procesie adhezji bierze udziat wiele czynnikow strukturalnych wystepujacych na
powierzchni komorki bakterii, a glownymi z nich sa egzopolisacharydy oraz bialtka
zakotwiczone w $cianie komorkowej, ktore wystaja z powierzchni komorki i tworza potaczenia
pomiedzy komoérkami bakterii a podtozem stalym. Cho¢ to egzopolisacharydy sg istotne
w wytworzeniu dojrzatego biofilmu bakteryjnego, to elementy strukturalne na powierzchni
komorki czesto sg kluczowe aby zainicjowaé interakcje pomiedzy komodrkami a podtozem

statym. Ocenia si¢, ze obok fimbrii, adhezyn oraz polisacharydow, to lipopolisacharyd (LPS)
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jest gtbwnym polimerem powierzchni komorki Gram-ujemnej biorgcym udziat w adhezji (Hori
I Matsumoto, 2010). LPS jako istotny sktadnik bakteryjnej btony zewnetrznej odgrywa wazng
rolg w inicjowaniu adhezji do powierzchni. Wskazuja na to prace nad mutantami Pseudomonas
fluorescens, gdzie utrata jednego z typow LPS zmniejszyta zdolnos¢ komorki do wechodzenia
w interakcje z powierzchniami hydrofilowymi (Davey i Toole, 2000). Badania nad
oddzialywaniem LPS z powierzchnig abiotyczng doprowadzity do obserwacji, ze LPS moze
zwigza¢ komorki bakterii z powierzchnig statg dzigki wytworzeniu wigzan wodorowych,
a oddzialywania te maja miejsce na dystansie okoto 20 nm od powierzchni do ktorej
przytwierdzana jest komorka bakterii (Hori i Matsumoto, 2010). Lipopolisacharyd jako
najbardziej zewnetrzna cze$¢ powierzchni komorki bakteryjnej jest kluczowym czynnikiem
wirulencji, ktory wptywa na wrodzong i nabyta odpowiedZ gospodarza na infekcje (Abdel-
Rhman 2019), a takze ma bezposredni wptyw na adhezje¢ i tworzenie biofilmu, poprzez
modulacje hydrofobowosci powierzchni komorki, autoagregacji, adhezji oraz tworzenia
biofilmu przez bakterie (Nakao i in., 2012). Badania wskazujg na stymulujacy efekt
oddziatywania wyizolowanego lipopolisacharydu P. aeruginosa na adhezj¢ i tworzenie
biofilmu, ekspresje fimbrii typu 1 oraz oporno$¢ na surowic¢ zaréwno u E. coli, jak
i K. pneumoniae (Abdel-Rhman, 2019). Obserwacje te wskazuja na zaangazowanie LPSu
w procesach adhezji i tworzenia biofilmu. Jednym z istotnych elementéw okreslajacych
powierzchni¢ komorek bakteryjnych sg jej parametry fizykochemiczne, ktdére w sposob
holistyczny, z uwzglednieniem wszystkich sktadnikoéw polimerowych budujacych $ciang
komorkowa bakterii (biatek, polisacharydow i lipidow) opisujg ogdlny charakter powierzchni
komorki. Okreslenie koncowego efektu obecnosci 1 modyfikacji polimeréw budujacych $ciany
komorkowe bakterii Gram-ujemnych i ich wptyw na proces adhezji i tworzenia biofilmu jest
przedmiotem prezentowanego opracowania. Jako model badawczy wykorzystano szczepy
Proteus mirabilis o zdefiniowanych strukturach lipopolisacharydow a takze szczepy E. coli
K-12 oraz Pseudomonas aeruginosa PAOL.

Prace nad biofilmem bakteryjnym rozpoczalem podczas badan prowadzonych w ramach
mojej rozprawy doktorskiej pt. ,,Wplyw aktywnos$ci ureolitycznej na biofilmy szczepow
Proteus mirabilis oraz Pseudomonas aeruginosa” gdzie biofilm stanowit kluczowy element
pracy. Jednym z efektow tej pracy byt artykut opublikowany w 2014 roku pt. ,,Morphological
changes in Proteus mirabilis O18 biofilm under the influence of a urease inhibitor and
a homoserine lactone derivative ”, w ktorym przedstawitem najwazniejsze wyniki uzyskane
podczas prowadzonych badan. W trakcie realizacji prac udowodnitem, ze biofilm Proteus

mirabilis O18 stanowi nieprzenikalng barier¢ dla inhibitora ureazy jakim jest kwas
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acetohydroksamowy (AHA), jednak rownocze$nie biofilm nie hamuje dyfuzji mocznika.
Sugeruje to, ze glgbsze regiony biofilmu sg chronione przed dzialaniem inhibitora ureazy,
podczas gdy komorki bakteryjne nadal moga mie¢ dostgp do mocznika. Wynik ten podwaza
zasadno$¢ stosowania AHA jak inhibitora ureazy w warunkach tworzenia biofilmu
bakteryjnego. Dalsze badania nad biofilmem P. mirabilis O18 pokazaty, ze macierz biofilmu
sktada si¢ nie tylko polimeréow polisacharydowych, ale takze kwaséw nukleinowych.
Zahamowanie aktywnos$ci ureolitycznej ujawnilo réwniez obecno$¢ dlugich komorek
(charakterystycznych dla ruchu rozpetztego), ktorych rola w biofilmie jest wcigz niejasna. Dane
literaturowe wskazuja, ze pojawienie si¢ komoérek dtugich na powierzchni biofilmu moze by¢
wywolane kontaktem komorek z powierzchnig statg (Jones i in., 2007). Badania te dotyczyty
dojrzatego biofilmu, a pytanie o adhezj¢ i formowanie biofilmu na wczesnych etapach

pozostawato otwarte.

4.2. Cel badan

Celem prezentowanego opracowania jest ocena parametrow fizycznych powierzchni Gram-
ujemnej komorki bakteryjnej w procesach adhezji do powierzchni stalej oraz tworzenia
biofilmu.

Cele szczegotowe:

1. Charakterystyka procesu adhezji i tworzenia biofilmu przez szczepy Proteus mirabilis

z uwzglednieniem ich przynaleznos$ci do serogrup, poprzez ocen¢ hydrofobowosci oraz
potencjatu elektrokinetycznego powierzchni ich komorek.

2. Wykorzystanie potencjatu elektrokinetycznego do oceny zmian w adhezji
i agregacji komorek bakterii Escherichia coli w odpowiedzi na stres wywotany
adaptacja do wysokich stezen czwartorzedowych amoniowych cieczy jonowych.

3. Wykorzystanie pomiarow potencjatu elektrokinetycznego oraz hydrofobowosci
powierzchni komorki do wyjasnienia zjawiska inhibicji procesu tworzenia biofilmu
Pseudomonas aeruginosa przez kompleks rutenu(1V).

4. Ocena z wykorzystaniem pomiaru hydrofobowosci oraz potencjatu elektrokinetycznego
efektu zmian powierzchni komoérki wywotanych dekoracja  fosfocholing

lipopolisacharydu i jej znaczenia w adhezji i tworzeniu biofilmu Proteus mirabilis O18.
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4.3. Opis osiagniecia naukowego

Jednym z podstawowych parametrow powierzchni komorki bakterii, decydujacym
0 jej przylaczeniu si¢ do powierzchni statej, co w konsekwencji doprowadzi do rozwoju
biofilmu, jest hydrofobowo$¢. Do pomiaru tego parametru wykorzystalem metode pomiaru
hydrofobowosci  powierzchni  komérki MATH/BATH  (Microbial ~ Adhesion  To
Hydrocarbons/Bacterial Adherence To Hydrocarbons). Metoda opracowana pierwotnie przez
profesora Mela Rosenberga  (Rosenberg, 2006) dawala mozliwo$¢ oceny stopnia
hydrofobowosci powierzchni komorki bakteryjnej dzieki zjawisku migracji bakterii z roztworu
wodnego (bufor PUM) do roztworu organicznego (p-ksylen), gdzie zmniejszajaca si¢ liczba
komorek bakteryjnych w roztworze wodnym, byta wprost proporcjonalna do wzrastajacego
stopnia hydrofobowosci powierzchni komorki bakterii. Pomiar ten pozwalat wykry¢ roznice
hydrofobowosci powierzchni komoérki wystepujace pomiedzy badanymi szczepami bakterii.
Dodatkowym parametrem, ktorego zmiana w mojej ocenie mogla znaczaco modyfikowac
adhezje komorek bakterii do powierzchni statych byl potencjal elektrokinetyczny powierzchni
bakterii (tzw. potencjat zeta). Potencjal zeta to sumaryczna warto$¢ tadunku jaki znajduje si¢
w warstwie podwojnej przy powierzchni czastek (w tym przypadku bakterii) zdyspergowanych

w roztworze wodnym (Rycina 1).

Ryc. 1. Rozmieszczenie tadunkow elektrycznych na powierzchni czastki (bakterii) w roztworze

wodnym (opracowanie witasne na podstawie materiatow firmy A.P. Instruments.).
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Potencjat zeta uktadu, w ktérym czgstki state zwieszone sg W cieczy jest jedng z miar jego
stabilno$ci. Warto§¢ potencjalu zeta zalezy od tadunku powierzchniowego czastek, stezenia
jonow obecnych w roztworze oraz od ich rodzaju. Czastki o tym samym znaku naladowania
beda si¢ odpychac¢ elektrostatycznie. Potencjal elektrokinetyczny wyznacza si¢ mierzac
szybko$¢ migracji czastek przy uzyciu techniki dopplerowskiej elektroforezy laserowe;,
anastepnie w powiazaniu z analiza fazowa §wiatla rozpraszanego ocenia si¢ wtasciwy potencjat
zeta (Cie$la i in., 2011; Ayala-Torres i in., 2014). Potencjat elektrokinetyczny opisuje
usredniony tadunek elektryczny podwojnej warstwy elektrycznej wokot analizowanej czastki
(Rycina 1). Aby wykona¢ pomiar potencjalu elektrokinetycznego powierzchni komorki
nawigzalem wspélprace z dr Magdaleng Danczuk z Wydzialu Inzynierii Srodowiska,
Geomatyki i Energetyki Politechniki Swictokrzyskiej w Kielcach. Pomiar potencjatu
elektrokinetycznego powierzchni komoérki pozwolil mi na oceng i porownanie wartosci tego
parametru pomiedzy badanymi szczepami bakterii. Uzupelniajac powyzsze metody
opanowanymi wczesniej metodami pomiaru i wizualizacji biofilmu i1 adhezji bakterii z
wykorzystaniem mikroskopii epi-fluorescencyjnej uzyskatem wyniki, ktore opublikowatem w
artykule ,,The role of Proteus mirabilis cell wall features in biofilm formation” (Al).
Analizujac uzyskane dane mozna doj$¢ do wniosku, ze wigksze ilo$ci biofilmu byty utworzone
przez szczepy o bardziej ujemnych wartosciach potencjatu zeta, np. szczep PrK 61/57
(serogrupa O17), ktéry wykazywal najnizsze srednie wartosci potencjatu elektrokinetycznego
(-18,2 mV), tworzyt najwicksze ilosci biofilmu wyrazone jako absorbancja fioletu
krystalicznego zaadsorbowanego przez komorki przytwierdzone do podtoza statego. Odwrotne
zjawisko natomiast wykazywat szczep S1959 (serogrupa O3), ktorego wartos¢ potencjatu zeta
wynosita -9,8 mV. Co ciekawe, badania adhezji do powierzchni stalej pokazuja, ze potencjat
elektrokinetyczny wydaje si¢ nie mie¢ wplywu na adhezj¢ do hydrofobowej lub hydrofilowej
powierzchni. Uzyskane dane pozwolity scharakteryzowa¢ badane szczepy pod katem
parametréw powierzchni komorki a ich zdolnoscig do adhez;ji 1 tworzenia biofilmu. Porownanie
wszystkich  zebranych danych, wuwidacznia korelacj¢ migdzy potencjalem zeta
a hydrofobowoscig powierzchni komorki oraz tempem wzrostu, gdzie tempo namnazania si¢
komorek jest szybsze dla komoérek o bardziej ujemnie naladowanej powierzchni komorki.
Powyzsze badania maja charakter opisowy, a pokazane korelacje nie daja jednoznacznych
odpowiedzi na postawione pytania. Ze wzgledu na charakter uzyskanych danych, prace
opublikowano w czasopi$mie mikrobiologicznym (Archives of Microbiology) skupujacym

artykuty z r6znych dziedzin szeroko pojetej mikrobiologii.
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Opanowanie technik badania powierzchni komoérki pozwolilo na przeprowadzenie
kolejnych badan, ktore miaty odpowiedzie¢ na pytanie o zjawisko adaptacji Escherichia coli
do wysokich stgzen czwartorzegdowych amoniowych cieczy jonowych. Ciecze jonowe to
zwiazki chemiczne o budowie jonowej, ktére charakteryzujg si¢ temperaturg topnienia ponizej
100°C oraz wpisujg si¢ w postulaty tzw. zielonej chemii. Zastosowanie tych zwigzkow
umozliwia redukcje lub eliminacj¢ wykorzystywania i wytwarzania substancji niebezpiecznych
dla srodowiska (Pernak i in., 2016). Wiasnos$ciami cieczy jonowych mozna sterowac przez
zmian¢ dhugosci fancuchow w kationach oraz poprzez zmiane rodzaju anionu. Opracowywanie
nowych zwigzkéw chemicznych o potencjalnych wtasnosciach przemystowych prowadzi do
pytania o ich oddziatywanie na $§rodowisko, w tym na mikroorganizmy. Aby przyblizy¢ ten
problem postanowiono sprawdzi¢ oddziatlywanie cieczy jonowych na komorki bakteryjne.
Dane literaturowe oraz same wlasno$ci badanych cieczy jonowych wskazywaty na mozliwe
oddzialywanie ze $ciang komorkowa bakterii. Zdecydowano si¢ na wykorzystanie panelu
bakterii z gatunku E. coli ze zdefiniowanymi, zréznicowanymi strukturami $§ciany komorkowe;.
W trakcie prowadzonych prac zauwazono zjawisko adaptacji bakterii do rosngcych stezen
cieczy jonowych. Badania te przedstawiono w artykule ,,Adaptation of bacteria Escherichia
coli in presence of quaternary ammonium ionic liquids” (A2). Aby zbada¢ t¢ zalezno$¢
postuzono si¢ szczepem E. coli K-12. Potencjat elektrokinetyczny komorek bakteryjnych
inkubowanych w cieczach jonowych oznaczono z wykorzystaniem metody oceny szybkosci
migracji czastek przy uzyciu techniki dopplerowskiej elektroforezy laserowej (Delgado i in.,
2007). Teofilina — prekursor do syntez cieczy jonowych, wystepuje naturalnie w roslinach
i moze wykazywaé wlasciwosci antybakteryjne. Otrzymane czwartorzedowe teofiliniany
alkiloamoniowe (TIL) charakteryzowaly si¢ r6zng toksycznoscig wzgledem badanego szczepu
w zalezno$ci od dtugosci ich tancuchéw alkilowych. Przeprowadzono adaptacj¢ bakterii do
rosngcych, pierwotnie toksycznych stezen badanych zwigzkoéw, a po adaptacji poddano ocenie
zmiany w morfologii komorek, sktadu lipidow i biatek, a takze wrazliwo$¢ na antybiotyki.
Badane ciecze jonowe modyfikowaly potencjat elektrokinetyczny komorek bakterii
w zaleznosci od diugosci tancucha alkilowego. Ciecze jonowe o tancuchach alkilowych
zawierajacych 8 atomow wegla wptywaty na potencjat zeta w sposob nieznaczny, podczas gdy
ciecze zawierajace 10 i 12 atoméw wegla wptynely na potencjat zeta w sposob istotny, jednak
sumaryczny tadunek powierzchniowy pozostawat ujemny. W przypadku cieczy jonowych
o tancuchach alkilowych o dlugos$ciach 14, 16 1 18 atoméw wegla zmiana byla istotna
I prowadzita do przejscia z ujemnego na dodatni tadunek powierzchni komorki. Efektem

adaptacji byta zmiana wrazliwos$ci bakterii na antybiotyki, gdzie najwigksze zmiany dotyczyty
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antybiotykow odpowiedzialnych za modyfikacje przepuszczalno$ci $ciany komoérkowej -
kolistyny 1 amikacyny. Zwickszona wrazliwo$¢ zaadaptowanych bakterii, zwlaszcza na
polimyksyny, moze odzwierciedla¢ zmiany wtasciwosci blony w porownaniu do bakterii nie
poddanych adaptacji. Ponadto powstanie wiclokomorkowych sfer sktadajgcych si¢ z komorek
bakterii w hodowlach zaadaptowanych do wysokich (pierwotnie letalnych) stezen cieczy
jonowych byt efektem wywolanym zmiang potencjalu elektrokinetycznego powierzchni
komorek, co prowadzito do adhezji komorek i ich agregacji. Efekt tych zmian prawdopodobnie
zapewnial ochron¢ przed toksycznym dziataniem badanych cieczy. Dzieki wykonanym
pomiarom potencjatu zeta powierzchni komoérek po adaptacji do wysokich stezen cieczy
jonowych udato si¢ wyjasni¢ podloze obserwowanego zjawiska. Przy zredukowaniu wartos$ci
potencjatu elektrokinetycznego powierzchni komorki sity odpychajace zanikajg a rownowaga
uktadu zostaje zaburzona, co moze powodowaé znaczng agregacje komorek bakteryjnych.
Zjawisko adaptacji moze by¢ potencjalnie przydatne w opracowywaniu synergicznych metod
odzialywania z innymi zwigzkami stosowanymi jako bakteriocydy, wsrod ktorych najbardziej
obiecujace wydaja si¢ by¢ antybiotyki, a takze nanoczasteczki. Ze wzgledu na srodowiskowe
oddzialywanie badanych cieczy jonowych zdecydowano si¢ na publikacj¢ w czasopi$mie

Ecotoxicology and Environmental Safety.

Ocena hydrofobowosci powierzchni komorki bakterii metoda MATH obarczona jest
bledem pomiarowym oraz niska powtarzalno$cig uzyskiwanych wynikow (Saini i Wood,
2022). Stosowane w tej metodzie rozpuszczalniki organiczne maja negatywny wpltyw na
metabolizm i przezywalno$¢ badanych komorek. Biorgc pod uwage powyzsze ograniczenia
postanowitem zastosowac szybszg i bardziej wydajng technike oceny tego parametru. W tym
celu nawigzalem wspotprace z Panem Marcinem Drabikiem z Zaktadu Astrofizyki Instytutu
Fizyki Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach, ktory dysponuje dostgpem do
goniometru, pozwalajacego na pomiary kata zwilzania osadzonej na statej powierzchni kropli
cieczy. Kropla wody posadowiona na powierzchni hydrofobowej przybiera ksztalt zblizony do
kuli, natomiast posadowiona na powierzchni hydrofilowej rozlewa si¢ po niej. Mierzac kat
wytworzony pomiedzy posadowiong kropla a powierzchnig, na ktorej si¢ znajduje mozna
oceni¢ stopien hydrofobowosci tej powierzchni. Pewnym utrudnieniem w zastosowaniu
goniometru do pomiaru hydrofobowosci powierzchni komorki bakterii jest uzyskanie
odpowiedniej powierzchni, na ktorej bedzie prowadzony pomiar. Zatozylem, ze pomiar
wykonany na powierzchni jednolitej warstwy komorek bakteryjnych bedzie odzwierciedleniem

usrednionej dla tej grupy komoérek hydrofobowosci powierzchni komorki. Duzym
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utrudnieniem metodologicznym byto zebranie wolnoplywajacych komorek bakteryjnych
w jednolita, szczelng (dla posadowionej kropli) warstwe na no$niku statym. Wykorzystatem do
tego celu szkietka mikroskopowe, ktore dawaly powierzchni¢ o wystarczajacej gtadkos$ci
i jakosci do pomiaréw goniometrycznych oraz opracowatem dwie techniki osadzania bakterii
na plaskiej powierzchni z zastosowaniem: 1) wirowania komorek z osadzeniem ich na
powierzchni szkta lub 2) ewaporacji cieczy z zawiesiny komorek bakteryjnych, tak aby
zageszczajace si¢ w trakcie odparowywania wody bakterie osadzity si¢ na powierzchni tworzac
jednolitg warstwe. Stopien pokrycia powierzchni przez warstwe bakterii sprawdzatem za
pomoca barwienia prostego z wykorzystaniem fioletu krystalicznego lub safraniny.
Przezywalno$¢ bakterii ocenialem wykorzystujac barwienie przyzyciowe oraz mikroskopie
epi-fluorescencyjna. Oba podej$cia doprowadzity do uzyskania warstw bakterii 0 odpowiedniej
jakosci, co w obu przypadkach umozliwialo wykonywanie pomiarow hydrofobowosci

powierzchni komorki w sposob szybki 1 powtarzalny (Rycina 2).

Rycina 2. Przyktadowy wynik pomiaru hydrofobowos$ci powierzchni komorki Proteus
mirabilis O18 z wykorzystaniem goniometru OCA 15EC (DataPhysics Instruments) — zdjecie

wlasne.

Optymalizacja metody pomiaru hydrofobowosci powierzchni komoérki pozwolita na
zbadanie i cz¢$ciowe wyjasnienie zjawiska inhibicji tworzenia biofilmu przez badany kompleks
rutenu na +IV stopniu utlenienia z benzimidazolem. Uzyskane wyniki przedstawiono w pracy
pt. “A benzimidazole-based ruthenium(lV) complex inhibits Pseudomonas aeruginosa
biofilm formation by interacting with siderophores and the cell envelope, and inducing
oxidative stress” (A3). W pracy tej, wykazano, ze chlorkowy kompleks rutenu(IV) moze
wchodzi¢ w interakcje z powierzchnig bakterii P. aeruginosa wplywajac na proces tworzenia
si¢ biofilmu. Do badan wybrano szczep PAOI, ktory jest czesto wykorzystywany jako

wzorcowy szczep do badan nad biofilmem bakteryjnym. W trakcie badan postanowitem
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udowodni¢, ze ekspozycja bakterii, podczas inkubacji w roztworze zwierajgcym badany
kompleks, prowadzi do inhibicji tworzenia si¢ biofilmu oraz akumulacji rutenu wewnatrz
komorki. Wyniki pomiaréw hydrofobowosci wykazaly, ze inkubacja komorek planktonicznych
z kompleksem rutenu(lV) znaczgco podnosi hydrofobowos¢ powierzchni komorki.
Zasugerowalo to, ze kompleks nie wnika do wnetrza komorki 1 oddziatuje
z materialem genetycznym, tak jak wcze$niej zakladano, ale akumuluje si¢ w $cianie
komorkowej bakterii i modyfikuje jej wlasciwosci. W nastgpnym etapie wykonane zostaty
zdjecia z mikroskopii SEM (Scanning Electron Microscopy) oraz zostaty natozone na nie
wyniki pomiaréow jonéw Ru dzigki metodzie mapowania pierwiastkow EDS (Energy-
Dispersive X-ray Spectroscopy). Wyniki pokazaty, ze ruten akumuluje si¢ w obrebie $ciany
komorkowej bakterii. Obserwacje te udowodnity, ze to wtasnie zmiany w powierzchni komorki
moga by¢ odpowiedzialne, za zaburzanie procesu adhezji i w efekcie inhibicji tworzenia
biofilmu. Eksperymenty wykazaly ponadto silne wigzanie kompleksu rutenu zarowno do DNA
plazmidowego jak i surowiczej albuminy bydlecej (BSA). Pokazano réwniez, ze badany
zwigzek wpltywa znaczaco na produkcje sideroforéw, co moze wskazywa¢ na te droge
transportu kompleksu do struktur $ciany komorkowej bakterii. Kompleksy rutenu nasladuja
kompleksy zelaza naturalnie wystepujace w Ssrodowisku 1 mogg wigzaé si¢ z sideroforami
wydzielanymi do Srodowiska przez bakterie (Laurent i in., 2018). Uzyskane wyniki wskazuja,
ze kompleks Ru moze generowaé stres oksydacyjny podczas odpowiedzi na toksyczne
dziatanie badanego kompleksu, co zostato potwierdzone podniesionym poziomem ekspresji
katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej. Dodatkowo kompleks rutenu prawdopodobnie indukuje
uszkodzenia DNA komorkach bakterii. Co ciekawe efekt ten widoczny jest jedynie
w bakteriach z wytaczonym systemem naprawczym opartym na biatku RecA (E. coli szczep
DH5a). Tak wigc wydaje si¢, ze uszkodzenia DNA generowane przez ten zwigzek w zakresie
badanych stezen dla Pseudomonas aeruginosa PAOL1 jesli wystepuja, to prawdopodobnie nie
mozna ich uzna¢ za letalne. Kompleks rutenu wykazywat wlasciwosci bakteriostatyczne oraz
hamowat proces tworzenia biofilmu przez P. aeruginosa. Biorgc pod uwagg silng opornos¢ tej
bakterii na rézne rodzaje zwiazkow antybakteryjnych, wyniki te moga dostarczy¢ informacji
dlarozwoju terapii lub procedur antybakteryjnych w przysztosci. Ze wzgledu na to, ze uzyskane
wyniki dotyczyly inhibicji biofilmu bakteryjnego pracg opublikowano w czasopismie

Biofouling.

Parametry fizykochemiczne powierzchni komorki bakterii sg determinowane

komponentami wchodzagcymi w sktad $ciany komoérkowej. U bakterii Gram-ujemnych
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gléwnym polimerem kontaktujacym si¢ ze srodowiskiem zewnetrznym jest lipopolisacharyd.
Wysoka heterogenno$é LPSu w obrebie gatunku powoduje, ze rowniez parametry powierzchni
komorki moga r6zni¢ si¢ znaczaco pomigdzy szczepami, a zmienno$¢ antygenu O zapewnia
bakteriom mozliwos¢ modulacji odpowiedzi immunologicznej gospodarza podczas infekciji.
Unikalng cechg serogrupy O18 Proteus mirabilis jest obecno$¢ antygenu O zawierajgcego
fosfocholing (ChoP) w LPS. Dekoracja fosfocholing jest wazng modyfikacjg struktur
powierzchniowych wielu bakterii. Obecno$¢ ChoP na powierzchni bakterii jest zwigzana z jej
patogennoscig i wykazano, ze dekoracja ChoP odgrywa wazng role¢ w adhezji bakterii do
powierzchni blony Sluzowej i opornosci na peptydy przeciwdrobnoustrojowe (Clark i Weiser,
2013). Aby oceni¢ reaktywno$¢ LPS pochodzacego ze szczepu PrK 34/57 (018) (Fudalai in.,
2003) z przeciwcialami niezbedna jest izolacja LPS z komorek bakteryjnych. Postanowiono
przeprowadzi¢ 1 przedstawi¢ metode ekstrakcji LPS oraz sposoby oceny LPS za pomoca
technik serologicznych oraz spektroskopii w podczerwieni (FT-IR). Klasyczna metoda
ekstrakcji opiera si¢ na procedurze zaproponowanej przez Westphala (Westphal i Jann, 1965)
I dotyczy ekstrakcji hydrofilowej, gtadkiej postaci LPS, pobieranej z fazy wodnej mieszaniny
fenolowo-wodnej. Ze wzgledu na ztozone procedury ekstrakcji i oczyszczania probek LPS,
potrzebne sa metody weryfikacji powtarzalno$ci, czystosci i1 jakosci uzyskanych probek.
W pracy przeprowadzitem procedure hodowli bakterii, izolacji i oczyszczania probek
lipopolisacharydu Proteus mirabilis O18 (PrK 34/57). Ponadto do oceny uzyskanych probek
wykorzystano metody elektroforezy SDS-PAGE, immunoblottingu, ELISA oraz widma
w podczerwieni (FT-IR). Najwazniejsze etapy ekstrakcji i walidacji metody opisano
w procedurze pt. ,,Characterization of Proteus mirabilis Lipopolysaccharide Samples by
Infrared Spectroscopy and Serological Methods” (A4) stanowigcej rozdziat ksigzki pt.:
“Proteus mirabilis: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology”, gdzie edytorem
byta Prof. Melanie M. Pearson z University of Michigan Medical School. Kontynuujac badania
dotyczace dekoracji fosfocholing lipopolisacharydu Proteus mirabilis serogrupy 018
postanowitem zsekwencjonowac i zanalizowaé genom tego szczepu pod katem wystepowania
w nim transferaz odpowiedzialnych za mechanizm dekoracji. Poprzednie badania prowadzone
w celu opisu klastrow genetycznych odpowiedzialnych za biosynteze antygenu O w Proteus
mirabilis doprowadzily do wyodrgbnienia takiego klastra i wskazania genow w nim zawartych
dla 55 serogrup Proteus spp. (Yu i in., 2017). Opisana serogrupa O18 posiadata niekompletng
informacj¢ na temat budowy klastra genow zaangazowanych w biosynteze antygenu O18.
Dzigki zaangazowaniu metod bioinformatycznych poddano asemblacji de novo analizowany

genom oraz przypisano funkcje rozpoznanym genom. Podczas prac nad tym genomem udato
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mi si¢ przyporzadkowaé funkcje genom odpowiedzialnym za transport choliny i dekoracje
LPSu. Dzigki porownaniom z istniejacymi w bazie NCBI sekwencjami, przypisatem funkcje
trzem genom zaangazowanych w transport choliny (licB — permeaza choliny), fosforylacje (licA
— kinaza choliny) oraz przylgczanie fosfocholiny do reszty cukrowej (licD — transferaza
fosfocholiny). Funkcje dla kolejnego genu, zaangazowanego w ten proces (licC —
cytydylotransferaza fosfocholiny) udato si¢ ustali¢ poprzez modelowanie struktury biatek z
wykorzystaniem narzedzia Phyre2 (Kelley i in., 2015). Dzi¢ki temu przypisano funkcje do
wszystkich genow (licABCD) zaangazowanych w proces dekoracji LPS O18 fosfocholing
i przedstawiono organizacje klastra genow biosyntezy antygenu O18 P. mirabilis. W Klastrze
antygenu O18 P. mirabilis sekwencje genéw liCABC naktadajg si¢ na siebie, co sugeruje, ze sg
zorganizowane w oddzielnie regulowany region, ktéry odpowiada za pobranie i fosforylacje
choliny oraz modyfikacj¢ do CDP-fosfocholiny. Co ciekawe, gen transferazy licD naktada si¢
na sekwencje¢ flipazy wzx, co sugeruje, ze oba geny moga by¢ kotranskrybowane, a ekspresja
LicD moze by¢ zalezna od ekspresji Wzx i by¢ regulowana wspolnymi czynnikami. Pokazuje
to, ze przyltaczanie fosfocholiny do powstajacej powtarzajacej sie jednostki antygenu O18 u P.
mirabilis jest prawdopodobnie regulowane przez dwa niezalezne czynniki regulacyjne,
wplywajace na regiony liCABC i wzx/licD. Transport choliny do wngtrza komorki moze
odbywac si¢ jeszcze jednym szlakiem, zwigzanym z synteza kompleksu glicyny-betainy, ktory
chroni komorki przed zmianami ci$nienia osmotycznego. Wychwyt choliny realizowany jest
przez biatko o wysokim powinowactwie do choliny - BetT (Deole i Hoff, 2020), ktore to
rOwniez jest obecne w genomie Proteus mirabilis O18. Pozyskiwanie choliny poprzez
enzymatyczne uwalnianie jej z czynnika aktywacji ptytek krwi (PAF — platelet activating
factor) jest prawdopodobnie realizowane przez esteraze GlpQ, ktorej sekwencja nukleotydowa
jest obecna w genomie badanej bakterii. Uzyskane dane przedstawiono w artykule pt.: “Draft
Genome of Proteus mirabilis Serogroup O18 Elaborating Phosphocholine-Decorated O
Antigen” (A5). Artykut ten zostal wlaczony do serii artykutlow zebranych pod tytutem ,, The
Biofilm Lifestyle of Uropathogens” w czasopismie Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology. Sekwencjonowanie genomu zostato sfinansowane w ramach projektu NCN
Miniatura ,,Znaczenie zréznicowania genetycznego klastrow genéw ids i idr w terytorializmie
1 zdolnosci do konkurencji wewnatrzgatunkowej Proteus mirabilis” (2017/01/X/NZ6/01141),

ktorego bytem kierownikiem.

Analiza genomu i wskazanie potencjalnego mechanizmu dekoracji fosfocholing antygenu O

doprowadzity do pytania w jaki sposéb dekoracja fosfocholing wptywa na adhezj¢ 1 tworzenie
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biofilmu przez badany szczep i czy dekoracja fosfocholing antygenu O oprdcz znaczenia
immunologicznego bedzie miata wptyw na interakcje jakie zachodza pomie¢dzy powierzchnia
komorki a podtozem. Ze wzglgdu na to, ze cholina nie jest syntetyzowana de novo wewnatrz
komorki bakteryjnej tylko musi by¢ pobrana ze srodowiska, postanowitem wykorzystac ten fakt
i uzyska¢ komorki pozbawione dekoracji za pomocg metod hodowlanych. Niezbednym byto
przygotowanie chemicznie zdefiniowanego podtoza hodowlanego. Zdecydowalem si¢ na
wykorzystanie zmodyfikowanego podtoza PMSM (Proteus Minimal Salt Medium) (Armbruster
i in., 2013), ktore zapewnia wiekszg ge¢sto$¢ hodowli niz inne powszechnie stosowane podioza
mineralne (np. sztuczny mocz) oraz hodowle w bioreaktorze (Biostat A, Sartorius). Dzieki temu
uzyskatem wystarczajaca do dalszych testow ilosci biomasy bakteryjnej. Obecno$¢ lub brak
fosfocholiny na  powierzchni  bakterii  wykrywano za  pomocg przeciwciat
antyfosfocholinowych TEPC-15, a najwazniejsze obserwacje zebrano w artykule pt.
»Phosphocholine decoration of Proteus mirabilis 018 LPS induces hydrophobicity of the cell
surface and electrokinetic potential, but does not alter the adhesion to solid surfaces” (A6).
Obecno$¢ choliny w podtozu minimalnym powodowata agregacje komorek bakterii po
zastosowaniu monoklonalnych przeciwciat antyfosfocholinowych, co sugeruje, ze na
powierzchni komorki bakterii pojawit si¢ epitop fosfocholiny. Ponadto obecno$¢ choliny w
podtozu hodowlanym spowodowata wzrost hydrofobowosci powierzchni komorki o $rednio
12,88°, wyrazonej jako kat zwilzania kropli wody posadowionej na warstwie bakterii. Potencjat
elektrokinetyczny ulegt natomiast zmniejszeniu $rednio 0 2,8 mV. Co ciekawe parametry te nie
wplynety w sposob znaczacy na adhezj¢ bakterii do powierzchni statych. Ponadto
wykorzystujgc test ELISA 1 przeciwciala antyfosfocholinowe TEPC-15 udato si¢ wykry¢
epitop fosfocholiny na powierzchni biofilmu bakteryjnego. Wskazuje to na mozliwy udziat
reszt cukrowych antygenu O w tworzeniu macierzy biofilmu, tak jak to sugerowata Linda M.
Beynon (Beynon i in., 1992) w artykule pt. ,, Capsule structure of Proteus mirabilis (ATCC
49565)”. Dane literaturowe wskazuja, ze zmiana tadunku powierzchniowego komorki 1 jej
hydrofobowos$ci wptywa na mikro§rodowisko komorki bakteryjnej, co zmienia bioaktywnos¢
zwiazkow (np. przeciwcial) na granicy faz ciato state-ciecz, a w konsekwencji zmienia kinetyke
oddziatywan pomiedzy zwigzkami bioaktywnymi i jego celem na powierzchni komorki (np.
receptor powierzchniowy) (Kolska i in., 2013). Co wigcej, zwickszona hydrofobowosé
powierzchni bakterii umozliwia drobnoustrojom adhezje do powierzchni statych, komoérek
gospodarza lub hydrofobowych materiatéw (Krasowska i Sigler, 2014) oraz taczenie sie¢

komorek ze soba (agregacj¢). Zebrane wyniki opisujg parametry powierzchni komorki pod
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wplywem dekoracji LPS fosfocholing i opublikowano je w czasopismie The Cell Surface, ktore

publikuje artykuly skupiajgce si¢ na analizie powierzchni komorek.

4.4. Podsumowanie

1. Adhezja i tworzenie si¢ biofilmu przez Proteus mirabilis jest cechg szczepowo swoista,
gdzie tworzenie biofilmu bylo pozytywnie skorelowane z ujemnym potencjatem
elektrokinetycznym komorki.

2. Zmiana tadunku powierzchniowego pod wplywem inkorporacji cieczy jonowych do
$ciany komorkowej E. coli prowadzi do agregacji komorki. Zjawisko to jednak
prawdopodobnie nie jest strategia przetrwania, ale efektem ubocznym zmiany fadunku
powierzchniowego. Modyfikacja tadunku powierzchniowego oprocz agregacji
prowadzi do zwickszenia wrazliwosci komorek na antybiotyki, przede wszystkim
oddzialujacych na blong zewngtrzng bakterii.

3. Oddziatywania chlorkowego kompleksu rutenu(lV) z komoérkami P. aeruginosa
prowadzi do inhibicji procesu tworzenia biofilmu. Ocena hydrofobowosci powierzchni
komorki bakterii pod wplywem badanego kompleksu wskazata, ze to $ciana
komorkowa bakterii jest prawdopodobnym miejscem interakcji kompleksu z bakterig.
Wykorzystanie techniki mikroskopii skaningowej wraz mapowaniem pierwiastkow
(EDS) potwierdzily te¢ obserwacjg.

4. Dekoracja fosfocholing lipopolisacharydu serogrupy O18 Proteus mirabilis jest
unikalng modyfikacja LPS dla tego gatunku. Izolacja LPS metoda fenolowo-wodng oraz
oczyszczanie LPS z wykorzystaniem enzymo6w nukleolitycznych pozwolity na badanie
LPS metodami immunoenzymatycznymi oraz spektroskopowymi. Dekoracja LPS
fosfocholing realizowana jest przez kinazy, permeazy i transferazy kodowane przez
geny licABCD zorganizowane w klaster biosyntezy antygenu O. Przylaczanie
fosfocholiny do LPS powoduje zwigkszenie hydrofobowosci powierzchni komorki oraz
moduluje jej potencjat elektrokinetyczny, co moze przekladaé si¢ na zmienione
interakcje receptor-przeciwcialo, jednak nie wptywa w sposob znaczacy na adhezje
bakterii do powierzchni statych. Ponadto potwierdzono obecno$¢ fosfocholiny
w biofilmie Proteus mirabilis O18, co wskazuje na role¢ lipopolisacharydu szczepu PrK

34/57 (O18) w tworzeniu macierzy zewnatrzkomorkowej oraz biofilmu.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywno$cia naukowa albo artystyczna
realizowana w wi¢cej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji
kultury, w szczegolnosci zagranicznej.

Prace naukowo-dydaktyczng rozpoczalem w pazdzierniku 2008 roku w Zakladzie
Mikrobiologii ~ Uniwersytetu  Humanistyczno-Przyrodniczego Jana  Kochanowskiego
w Kielcach (obecnie Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach) w zespole kierowanym
przez Prof. dr hab. Wiestawa Kace¢. Podczas realizacji badan do pracy doktorskiej miatem
mozliwos¢ wzigcia udziatu w stazu naukowym realizowanym w ramach Short-Term Scientific
Mission (STSM) w projekcie COST BM1003 “Microbial cell surface determinants of virulence
as targets for new therapeutics in Cystic Fibrosis”, ktdérego uczestnikiem byt promotor moje;j

pracy doktorskiej Prof. dr hab. Wiestaw Kaca. Staz odbylem w School of Biosciences w
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Uniwersytecie Cardiff w 2012 roku, gdzie poznatem i rozwingtem metodologie pomiaru i oceny
ilosci i morfologii biofilmu bakteryjnego z wykorzystaniem barwienia przyzyciowego W
mikroskopii konfokalnej oraz opracowalem metodyke pomiaru aktywnosci ureolitycznej
bakterii. Jednym z efektow stazu byto nawigzanie wspotpracy w celu scharakteryzowania
kolekcji Pseudomonas aeruginosa, ktora miata stanowi¢ reprezentatywny zbidr szczepow,
pomocny w badaniach nad rolg tej bakterii podczas infekcji ptuc w mukowiscydozie.
Najczesciej wykorzystywanymi szczepami w badaniach byty szczepy PAO1 oraz PA14, jednak
jak pokazywatly badania gatunek Pseudomonas aeruginosa jest zroznicowany genetycznie i
skupianie uwagi jedynie na wybranych szczepach modelowych uniemozliwiato uzyskanie
pelnych odpowiedzi na stawiane pytania. Pseudomonas aeruginosa zasiedla rézne §rodowiska
1 wykazuje wysokie zréznicowanie zardwno genetyczne jak fizjologiczne. Aby rozwigza¢ ten
problem zebrano migdzynarodowa kolekcje - panel referencyjny P. aeruginosa, pozwalajacy
na konsolidacj¢ badan 1 ujednolicenie uzyskiwanych wynikow podczas badan and
mechanizmami patogenezy tego gatunku. Panel skladal si¢ z 42 szczepow, ktore zostaly
wybrane tak, aby reprezentowaty r6znorodnos$¢ gatunku P. aeruginosa i obejmowaty szczepy
z szerokiej gamy zrodet zardwno klinicznych jak i sSrodowiskowych. W panelu umieszczono
szczepy z roznych regiondw geograficznych, w tym zakazne (epidemiczne) szczepy
pochodzace od pacjentow cierpigcych na mukowiscydoze. Wspotpraca z Prof. Eshwarem
Mabhenthiralingamem (School of Biosciences, Cardiff University) wynikajgca m.in. ze stazu
STSM zaowocowata przygotowaniem i opisaniem wynikow aktywno$ci ureolitycznej
szczepOw wchodzacych w sktad zebranego panelu. Uzyskane dane zostaty zebrane w postaci
manuskryptu: Cullen L, Weiser R, Olszak T, Maldonado RF, Moreira AS, Slachmuylders L,
Brackman G, Paunova-Krasteva TS, Zarnowiec P, Czerwonka G, Reilly J, Drevinek P, Kaca
W, Melter O, De Soyza A, Perry A, Winstanley C, Stoitsova SR, Lavigne R, Mahenthiralingam
E, Sa-Correia I, Coenye T, Drulis-Kawa Z, Augustyniak D, Valvano MA, McClean S.
Phenotypic characterization of an international Pseudomonas aeruginosa reference panel:
strains of cystic fibrosis (CF) origin show less in vivo virulence than non-CF strains.
Microbiology (Reading). 2015 Oct;161(10):1961-1977 (A7). Ponadto opracowane w trakcie
stazu metody zostaly wykorzystane w mojej pracy doktorskiej pt. ,, Wphyw aktywnosci
ureolitycznej na biofilmy szczepow Proteus mirabilis oraz Pseudomonas aeruginosa”.
Realizacja badan do pracy doktorskiej sktonita mnie do podj¢cia staran nad wykorzystaniem
mutagenezy ukierunkowanej do wyciszenia ekspresji genu ureazy
w badanych szczepach bakteryjnych. W tym celu odbytem staz realizowany z projektu pn.
,PROGRES - Program rozwoju: Gospodarka - Edukacja - Sukces” w 2012 roku w UMCS
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w Lublinie, gdzie podjatem si¢ proby przeprowadzenia mutagenezy Proteus mirabilis Prk
34/57 (O18) w celu wyciszenia genu ureC kodujacego podjednostke alfa ureazy. Uzyskane
wyniki stanowity fragment mojej pracy doktorskiej pt ,, Wphyw aktywnosci ureolitycznej na
biofilmy szczepow Proteus mirabilis oraz Pseudomonas aeruginosa’.

W trakcie trwania studiow magisterskich w UMCS uczestniczylem w 3 miesigcznym stazu
w Enviromental Biotechnology Institute w University of ldaho, USA, gdzie podjalem sig¢
udziatu w scharakteryzowaniu nowego szczepu nalezacego do rodzaju Aeromicrobium spp.
Moim opiekunem naukowym podczas pobytu w University of Idaho byl Profesor Andrzej
Paszczynski. Badany przez mnie szczep wykazywal oporno$¢ na wysokie stezenia
dimetyloformamidu (DMF) oraz zdolno$¢ do wykorzystania DMF jako jedynego zrodta wegla
oraz miatl potencjat przemystowy jako czynnik degradujacy skazenia $rodowiska
rozpuszczalnikami organicznymi. Celem realizowanego projektu byta identyfikacja gtéwnego
chinonu uczestniczacego w transporcie elektronéw w tancuchu oddechowym oraz gtéwnego
aminokwasu wystepujacego w peptydoglikanie $ciany komodrkowej badanej bakterii z

wykorzystaniem technik chromatografii gazowe;j.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

Po uzyskaniu stopnia doktora w 2014 roku podjalem opieki nad realizacjg prac
dyplomowych. Sprawowalem naukowag opicke nad 9 studentami wykonujacymi czesé
eksperymentalng prac magisterskich. Ponadto bytem promotorem 14 prac licencjackich oraz 16
prac magisterskich. Moje zaangazowanie w proces dyplomowania studentow zaowocowato
napisaniem 34 recenzji prac dyplomowych. W 2019 roku zostalem promotorem pomocniczym
w przewodzie doktorskim dr Dawida Gmitera (obrona pracy 27 kwietnia 2022 r.). Moja
dziatalno$¢ organizacyjna dotyczyta m.in. zalozenia i opieki nad Studenckim Kotem
Naukowym Biotechnologoéw ,,Mikroby” w latach 2012-2019. Wraz ze studentami nalezacymi
do Studenckiego Kota Naukowego Biotechnologéw w latach 2014 - 2018 organizowatem
warsztaty w ramach Nocy Biologéw w Instytucie Biologii UJK, w ramach Nocy Muzeow
w Centrum Nauki Leonardo da Vinci w Podzamczu w latach 2017 i 2018 oraz
w ramach Europejskich Dni Kreatywnej i Aktywnej Edukacji w 2017 roku w Instytucie
Biologii UJK. Dodatkowo w ramach programu POWER: ,,Uniwersytet Mlodych - innowacyjne
moduty zaje¢ wspierajace uczniow uzdolnionych w zakresie nauk przyrodniczych i Scistych”
prowadzitem w 2018 roku cykl zaje¢ dla ucznidw zainteresowanych poszerzeniem swojej

wiedzy z biologii. W 2021 roku zostatem czlonkiem Komitetu Okregowego olimpiady
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biologicznej w ramach ktorej sprawowatem opiek¢ i nadzorowatem przebieg egzaminu
w etapie okrggowym w formie online. Ponadto bytem organizatorem warsztatow pt. ,,Spotkania
z biologig. Wyktady i warsztaty dla uczniow” w 2022 roku oraz ,,Spotkania z biologig i chemig.
Wyktady i warsztaty dla uczniow” w 2023 roku, w ktorych udziat wzieto okoto 600 ucznidw
szkot $rednich. Moja aktywno$¢ organizacyjna oraz dydaktyczna polegata m.in. na
uczestnictwie w dziatalnoéci Wydziatowej Komisji ds. Ksztatcenia (Wydziat Nauk Scistych
I Przyrodniczych UJK) od 2019 roku, Kierunkowym Zespole ds. Jakosci Ksztatcenia — kierunek
Biotechnologia od 2019 roku oraz Kierunkowym Zespole ds. Jako$ci Ksztalcenia — Biologia
od 2019 roku, gdzie bratem udziat w przygotowywaniu programéw uczenia na obu kierunkach
studiow oraz uczestniczylem w przygotowaniu raportow samooceny dla komisji
akredytacyjnych (PKA). Ponadto angazuj¢ si¢ w prace Rady Naukowej Instytutu Biologii UJK,
jako Cztonek Rady Naukowej od 2019 roku oraz przewodniczacy Komisji Skrutacyjnej od
2020 roku.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej, nicoméwione w punktach 4-5

7.1. Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora podjatem si¢ wspdlpracy z zespotem prof. Barbary Barszcz:
dr Agnieszkg Jabtonska-Wawrzycka oraz dr Partycja Rogalg z Instytutu Chemii UJK. Celem
wspotpracy byto okreslenie aktywnosci biologicznej kompleksow metali przejSciowych
z ligandami heteroaromatycznymi. Pierwszym artykulem wskazujacym zastosowanie
biologiczne komplekséw byt artykut: Jabtonska-Wawrzycka A., Rogala P., Czerwonka G.,
Hodorowicz M., Stadnicka K. Zinc(Il) complexes with heterocyclic ether, acid and amide.
Crystal structure, spectral, thermal and antibacterial activity studies. J. Mol. Struct. 2016,
1105, 357-369 (A8), w ktorym udato si¢ potwierdzi¢ antybakteryjne wiasnosci badanych
kompleksow. Nastepne syntezy mialy doprowadzi¢ do uzyskania komplekséw rutenu
0 potencjalnym zastosowaniu jako zwigzki przeciwnowotworowe, tak jak to miato miejsce
w przypadku zwigzkéw rutenu NAMI-A oraz KP1019/1339. Badania biologiczne wykazaty
jednak, ze kompleksy rutenu z benzimidazolem wykazuja wlasno$ci antybiofimowe. Bazujac
na doswiadczeniu i metodyce opracowanej na potrzeby pracy "A benzimidazole-based
ruthenium(lV) complex inhibits Pseudomonas aeruginosa biofilm formation by interacting with

siderophores and the cell envelope, and inducing oxidative stress” (A3) opracowano cykl
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5 publikacji dotyczacy aktywnosci antybiofilmowej badanych kompleksow rutenu i manganu

wzgledem biofilmu Pseudomonas aeruginosa:

e Rogala P, Czerwonka G, Michatkiewicz S, Hodorowicz M, Barszcz B, Jabtonska-
Wawrzycka A. Synthesis, Structural Characterization and Antimicrobial Evaluation of
Ruthenium Complexes with Heteroaromatic Carboxylic Acids. Chem Biodivers. 2019
Nov;16(11):e1900403 (A9)

e Jabtonska-Wawrzycka A, Rogala P, Czerwonka G, Michalkiewicz S, Hodorowicz M,
Kowalczyk P. Ruthenium(1V) Complexes as Potential Inhibitors of Bacterial Biofilm
Formation. Molecules. 2020 Oct 26;25(21):4938 (A10)

e Jabtonska-Wawrzycka A, Rogala P, Czerwonka G, Michalkiewicz S, Hodorowicz M,
Galczynska K, Cieslak B, Kowalczyk P. Tuning Anti-Biofilm Activity of Manganese(Il)
Complexes: Linking Biological Effectiveness of Heteroaromatic Complexes of Alcohol,
Aldehyde, Ketone, and Carboxylic Acid with Structural Effects and Redox Activity. Int
J Mol Sci. 2021 May 3;22(9):4847 (Al11)

e Jablonska-Wawrzycka A, Rogala P, Czerwonka G, Galczynska K, Drabik M, Danczuk
M. Ruthenium Complexes with 2-Pyridin-2-yl-1H-benzimidazole as Potential
Antimicrobial Agents: Correlation between Chemical Properties and Anti-Biofilm
Effects. Int J Mol Sci. 2021 Sep 18;22(18):10113 (Al12)

e Rogala P, Jablonska-Wawrzycka A, Czerwonka G, Kazimierczuk K, Galczynska K,
Michalkiewicz S, Kalinowska-Ttuscik J, Karpiel M, Klika KD. Synthesis,
Characterization and Biological Investigations of Half-Sandwich Ruthenium(Il)
Complexes Containing Benzimidazole Moiety. Molecules. 2022 Dec 21;28(1):40. doi:
10.3390/molecules28010040. (A13).

Rownolegle prowadzone badania nad biofilmem bakteryjnym oraz proby oceny kompozycji
macierzy zewnatrzkomorkowej doprowadzity do zaangazowania analizy widm spektroskopii
ostabionego calkowitego odbicia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ATR-FTIR) do
wykrycia gtdownych komponentéw wchodzacych w sktad macierzy biofilmu Proteus mirabilis.
Poréwnanie widm pochodzacych z komérek planktonicznych oraz z biofilmu wskazato na
roznice, ktore dotyczyly prawdopodobnie kompozycji kwaséw thuszczowych S$ciany
komorkowej bakterii oraz zmian strukturalnych w kwasach nukleinowych. Wyniki te
zaprezentowano w artykule: Czerwonka G, Arabski M, Wasik S, Jablonska-Wawrzycka A,
Rogala P, Kaca W. Morphological changes in Proteus mirabilis O18 biofilm under the
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influence of a urease inhibitor and a homoserine lactone derivative. Arch. Microbiol. 2014
196(3):169-77 (A14).

Ponadto analiza widm spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR)
w dalszych pracach okazata si¢ efektywng technikg do réznicowania szczepdéw bakterii oraz

lipopolisacharydow. Efektem tych pracy byty artykuty:

e Zarnowiec P, Czerwonka G, Kaca W. Fourier Transform Infrared Spectroscopy as
a Tool in Analysis of Proteus mirabilis Endotoxins. Methods. Mol. Biol. 2017 1600:113-
124 (A15).

e Lechowicz L, Chrapek M, Czerwonka G, Korzeniowska-Kowal A, Tobiasz A, Urbaniak
M, Matuska-Lyzwa J, Kaca W. Detection of ureolytic activity of bacterial strains
isolated from entomopathogenic nematodes using infrared spectroscopy. J. Basic.
Microbiol. 2016 56(8):922-8 (A16).

e Zarnowiec P, Lechowicz L, Czerwonka G, Kaca W. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) as a Tool for the Identification and Differentiation of Pathogenic
Bacteria. Curr. Med. Chem. 2015 22(14):1710-8. (A17).

Wyniki uzyskane podczas badan prowadzonych w ramach artykutu ,,Adaptation of bacteria
Escherichia coli in presence of quaternary ammonium ionic liquids” (A2), byly kontynuacja
wspoltpracy nawigzane] w celu zbadania wptywu cieczy jonowych na uklady biologiczne
w oparciu 0 mikroorganizmy. Efektem tych prac sa dwa artykuly, gdzie mdj wktad polegat
roOwniez na wykonaniu analizy hydrofobowosci oraz potencjatu elektrokinetycznego

powierzchni komorki bakterii:

e Kowalczyk P, Borkowski A, Czerwonka G, Ctapa T, Ciesla J, Misiewicz A, Borowiec
M, Szala M. The microbial toxicity of quaternary ammonium ionic liquids is dependent
on the type of lipopolysaccharide. J. Mol. Lig. 2018 266, 540-547 (A18).

e Borkowski A, Kowalczyk P, Czerwonka G, Cies$la J, Ctapa T, Misiewicz A, Szala M,
Drabik M. Interaction of quaternary ammonium ionic liquids with bacterial membranes
- Studies with Escherichia coli R1-R4-type lipopolysaccharides. J. Mol. Lig. 2017 246,
282-289 (A19).

Pozostale prace, ktorych jestem wspotautorem, powstalty w ramach wspotpracy
z pracownikami Zaktadu Mikrobiologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w ramach

realizacji projektow prowadzonych w Zaktadzie:
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e Zegadlo K, Gieron M, Zarnowiec P, Durlik-Popinska K, Krecisz B, Kaca W,
Czerwonka G. Bacterial Motility and Its Role in Skin and Wound Infections. Int. J. Mol.
Sci. 2023, 24(2), 1707 (A20).

e Konieczna I, Kolesinska B, Glenska-Olender J, Czerwonka G, Relich I, Fraczyk J,
Kaminski ZJ, Kaca W. Synthesis of Bacterial Urease Flap Region Peptide Equivalents
and Detection of Rheumatoid Arthritis Antibodies Using Two Methods. Int J Pept Res
Ther. 2020, 26, 53-65. (A21).

e Gmiter D, Czerwonka G, Drewnowska JM, Swiecicka I, Kaca W. Draft Genome
Sequences of Proteus mirabilis K1609 and K670: A Model Strains for Territoriality
Examination. Curr Microbiol. 2019 Feb;76(2):144-152. (A22).

e Gmiter D, Czerwonka G, Kaca W. Type Vb And VI Secretion Systems As Competition
Agents Of Gram-Negative Bacteria. Postep Mikrobiol. 2018 57(4):360-373 (A23).

e Arabski M, Wegierek-Ciuk A, Czerwonka G, Lankoff A, Kaca W. Effects of saponins
against clinical E. coli strains and eukaryotic cell line. J Biomed Biotechnol.
2012:286216. Epub 2012 Feb 21. (A24).

e Czerwonka G, Kaca W. Comparing Methods of 17a-ethinylestradiol (EE2)
Determination in Surface Water. Pol. J. Environ. Stud. 2012;21(4):1089-1093 (A25).

7.2. Udzial w projektach badawczych

Podczas prowadzenia badan do pracy doktorskiej jedng z moich obserwacji bylo
zjawisko zahamowania wzrostu Pseudomonas aeruginosa PAO1 przez Proteus mirabilis O18
(szczep PrK 34/57). Obserwacje te doprowadzily do przeprowadzenia wstepnych badan
dotyczacych wystgpowania konkurencji miedzygatunkowej oraz wewnatrzgatunkowej (test
Dienesa) dla badanych szczepow Proteus mirabilis. Tematyka ta byta realizowana w formie
prac magisterskich ktorych bytem promotorem, a pdzniej w formie pracy doktorskiej dr Dawida
Gmitera, w ktorej pelnitem rolg promotora pomocniczego. Wyniki wstepne uzyskane w trakcie
prac nad zjawiskiem konkurencji Proteus mirabilis staty si¢ podstawg projektu NCN Miniatura
2017 pt: ,,Znaczenie zr6znicowania genetycznego klastrow gendw ids i idr w terytorializmie
1 zdolnosci do konkurencji wewnatrzgatunkowej Proteus mirabilis” (2017/01/X/NZ6/01141),
ktorego bylem kierownikiem. Pozyskane w trakcie jego realizacji sekwencje genomow
wybranych szczepéw Proteus mirabilis stanowity wstep do dalszych badan obecnie

realizowanych. Ponadto bytem wspotautorem i wykonawca projektow MNiSW:
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e _Modyfikacja aktywnos$ci ureolitycznej i formowania biofilméw w §rodowisku przez
szczepy Proteus mirabilis w obecno$ci substancji sygnatowych” (N N304 275540) -
bytem gléwnym wykonawca projektu, gdzie celem byla ocena efektu oddziatywania
molekul sygnalowych systemu quorum sensing na biofilm i aktywnos$¢ ureolityczng
Proteus mirabilis. Jednym z efektéw realizacji tego projektu byt publikacja: Czerwonka
G, Arabski M, Wasik S, Jabtonska-Wawrzycka A, Rogala P, Kaca W. Morphological
changes in Proteus mirabilis O18 biofilm under the influence of a urease inhibitor and
a homoserine lactone derivative. Arch Microbiol. 2014 Mar;196(3):169-77 (Al14).

e . Nowy molekularny marker identyfikacji bakterii sSrodowiskowych” (N N304 044639) —
podczas realizacji tego projektu bylem jednym z jego wykonawcow, gdzie podjatem si¢
wykonania zadania ,,Opracowanie metody oznaczania swoistych dla danego srodowiska
»genetycznych profili ureazowych” w oparciu o startery specyficzne wobec gendéw
podjednostki o ureazy i metode elektroforezy w gradientowym zelu denaturujagcym
(DGGE).” Jednymi z efektow realizacji badan zwigzanych z tym projektem byly
publikacje:

1) Stankowska D, Czerwonka G, Rozalska S, Grosicka M, Dziadek J, Kaca W.
Influence of quorum sensing signal molecules on biofilm formation in Proteus
mirabilis O18. Folia Microbiol (Praha). 2012 Jan;57(1):53-60. (A26).

2) Czerwonka G, Konieczna I, Zarnowiec P, Zielinski A, Malinowska-Gniewosz A,
Gatuszka A, Migaszewski Z, Kaca W. Characterization of Microbial Communities
in Acidified, Sulfur Containing Soils. Pol J Microbiol. 2017 Dec 4;66(4):509-517.
(A27).

3) Arabski M, Wegierek-Ciuk A, Czerwonka G, Lankoff A, Kaca W. Effects of
saponins against clinical E. coli strains and eukaryotic cell line. J Biomed
Biotechnol. 2012:286216. Epub 2012 Feb 21. (A24).

e _Analiza epidemiologiczna  uropatogennych  szczepéw  Escherichia  coli”
(2011/01/D/NZ7/00107) — w projekcie tym podjatem sie wykonania oceny iloSciowej
i jakosciowej biofilmu uropatogennych szczepoéw E. coli. Efektem tej pracy byla
publikacja: Adamus-Biatek W, Kubiak A, Czerwonka G. Analysis of uropathogenic
Escherichia coli biofilm formation under different growth conditions. Acta Biochim Pol.
2015;62(4):765-71. (A28).

Ponadto kierowatem 6 projektami finansowanymi ze $rodkéw wilasnych Uniwersytetu Jana

Kochanowskiego w Kielcach:
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e Projekt Badawczy UJK 2022 r. pt. ,,Ocena typow ruchu bakterii i ich znacznie
w infekcjach ran” - efektem prac byla publikacja: Zegadto K, Gieron M, Zarnowiec P,
Durlik-Popinska K, Krecisz B, Kaca W, Czerwonka G. Bacterial Motility and Its Role in
Skin and Wound Infections. Int. J. Mol. Sci. 2023 24(2),1707 (A20).

e Projekt Specjalny UJK 2021 r. - dziatania niezbedne do ztozenia do instytucji zewngtrznej
wniosku o finansowanie projektu badawczego zakonczone ztozeniem wniosku — Sonata-
17 NCN.

e Grant Rektora UJK 2020 r. - publikacja wynikéw badan w czasopi$mie zamieszczonym
w wykazie czasopism i recenzowanych materialdow z konferencji miedzynarodowych:
Czerwonka G, Gmiter D, Durlik-Popinska K. Draft Genome of Proteus mirabilis
Serogroup O18 Elaborating Phosphocholine-Decorated O Antigen. Frontiers in Cellular
and Infection Microbiology 2021; Mar 25;11:620010 (AS5).

e MiniGrant UJK 2020 r. pt. ,, Charakterystyka szczepu bakterii Viridibacillus sp. nov.”.

e MiniGrant UJK 2019 r. pt. ,, Ocena biofilmu i czynnikow wirulencji kolekcji szczepow
P. mirabilis z wykorzystaniem metod jakosciowych i ilosciowych”

e Badania statutowe dla miodej kardy - lata 2016-2018 pt. ,, Antybakteryjne wiasnosci
kompleksow rutenu na wysokich stopniach utlenienia” — efektem prac byta publikacja:
Czerwonka G, Gmiter D, Guzy A, Rogala P, Jabtonska-Wawrzycka A, Borkowski A,
Clapa T, Narozna D, Kowalczyk P, Syczewski M, Drabik M, Danczuk M, Kaca W.
A benzimidazole-based ruthenium(lV) complex inhibits Pseudomonas aeruginosa biofilm
formation by interacting with siderophores and the cell envelope, and inducing oxidative
stress. Biofouling 2019 Jan;35(1):59-74. (A3).

7.3.Ekspertyzy

Praca w zakladzie mikrobiologii Uniwersytetu Jana Kochanowskiego data mi
mozliwo$¢ realizacji ekspertyz dla firm zewnetrznych. W latach 2009 - 2022 wykonatem

ekspertyzy:

e ,Analiza mikrobiologiczna powierzchni stropu piwnicy budynku Urzedu Miasta
i Gminy w Daleszycach” dla Urzedu Miasta i Gminy w Daleszycach w 2022 roku.

e Opracowanie procedury sterylizacji wktadéw filtrujacych” umowa z firmg Formaster
S.A. z Kielc w 2020 roku.

¢ .. Analiza mikrobiologiczna paliwa alternatywnego” dla firmy Dobra Energia Sp. z o.0.
z Jedrzejowa w 2018 w roku.

str. 29



Grzegorz Czerwonka zalgceznik 3 — Autoreferat

»Analiza mikrobiologiczna i chemiczna wod powierzchniowych i1 wodociggowych
miasta Kielce” —umowa z Urzgdem Miasta Kielce w 2009 roku. Zebrane doswiadczenia
z opracowania metodologii na rzecz tej ekspertyzy zostaly zaprezentowane w postaci
manuskryptu: Czerwonka G., Kaca W. Comparing Methods of 17a-ethinylestradiol
(EE2) Determination in Surface Water. Pol. J. Environ. Stud. 2012;21(4):1089-109
(A25).

7.4. Czlonkostwa i pelnione funkcje:

Cztonek Uniwersyteckiej Komisji ds. Komercjalizacji Dobr Intelektualnych UJK od
2020 roku.

Cztonek Rady Naukowej Instytutu Biologii UJK od 2019 roku oraz przewodniczacy
komisji skrutacyjnej od 2020 roku.

Cztonek Wydzialowej Komisji ds. Ksztalcenia — Wydziat Nauk Scistych
I Przyrodniczych UJK od 2019 roku.

Cztonek Kierunkowego Zespotu ds. Jakosci Ksztalcenia — kierunek Biotechnologia od
2019 roku.

Cztonek Kierunkowego Zespotu ds. Jakosci Ksztatcenia — Biologia od 2019 roku.
Instytutowy koordynator programu Erasmus+ w roku akademickim 2016/2017.
Przewodniczacy Komisji Rewizyjnej PTM oddziat Kielce od 2016 roku.

Cztonek Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéow od 2013 roku.

Zatozyciel i opiekun studenckiego kota naukowego biotechnologéw ,,Mikroby” od
2012 do 2019 roku.

7.5. Kursy:

W ramach podnoszenia swoich kwalifikacji bralem udziat w szkoleniach:

Szkolenie z programu Statistica (2019 r.):

1) modut podstawowy,

2) modut ,,Analiza wariancji”,

3) modut ,,Metody wizualizacji danych”.

,EKologia molekularna — mozliwosci wykorzystania metod DGGE oraz RISA do
badania zréznicowania gatunkowego mikroorganizmow” — 2012 r.

Kwalifikacyjny Kurs Pedagogiczny — 2009 r.
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7.6. Nagrody i wyrdznienia:

Nagrody za osiggni¢cia naukowe — 3 Nagrody | stopnia Rektora UJK przyznane
w latach: 2015, 2018 i 2019.

Zespotowa Nagroda Rektora Il stopnia za osiggnigcia organizacyjne przyznana
w 2022 roku.

Wyréznienie w konkursie ,,Eurekal DGP - odkrywamy polskie wynalazki”
organizowanego przez Dziennik Gazeta Prawna - za patent ,,\Wykorzystanie nowych
kompleksow Ru(lV) i Ru(VI) jako inhibitorow procesu tworzenia si¢ biofilmu
bakteryjnego” nr P.411704 (Pat.228178).

Swietokrzyski Racjonalizator — nagroda za patent ,,Wykorzystanie nowych kompleksow

Ru(ZV) i Ru(VI) jako inhibitorow procesu tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego” nr
P.411704 (Pat.228178).

7.7. Pozostale:

Przygotowanie i prowadzenie jako tymczasowy edytor (Guest Associate Editor)
wydania specjalnego w czasopi$mie Frontiers in Cellular and Infection Microbiology
zatytulowanego ,,Molecular Basis of Uropathogens Adaptation and its Clinical
Meaning”, w ktorym opublikowano 4 prace eksperymentalne - 2021-2022r.

Wyktad na seminarium naukowym w Instytutcie Fizjologii i Zywienia Zwierzat im.
Jana Kielanowskiego PAN pt. “Importance of electrokinetic potential and cell surface
hydrophobicity in adhesion and biofilm formation by gram-regative bacteria”, ktory
odbyt sie online 25 marca 2021 roku za posrednictwem aplikacji Microsoft Teams.
Ukonczenie studiow podyplomowych i uzyskanie dyplomu “Menedzer komercjalizacji
1 transferu wiedzy” prowadzonych przez Wydzial Zarzadzania i1 Administracji
Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach oraz obrona pracy pt.: “Optymalizacja
procesu wigzania azotu podczas symbiozy ro$lin motylkowatych z bakteriami z rodziny
Rhizobiaceae* — 2009 r.

Patent ,,Wykorzystanie nowych kompleksow Ru(IV) i Ru(VI) jako inhibitorow procesu
tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego” nr P.411704 (Pat.228178)

Przygotowanie 37 recenzji artykutéw naukowych do czasopism takich jak: Infection,

Genetics and Evolution, Chemosphere, RSC Advances, Microbial Pathogenesis,
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Virulence, Microbial Drug Resistance, Applied and Environmental Microbiology,
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology.

Moje przyszte plany naukowe dotyczg zagadnien:

e hydrofobowosci i potencjalu elektrokinetycznego biofilmu bakteryjnego,
w szczeg6lnosci biofilmu Proteus mirabilis;

e Dbudowy i organizacji genetycznej klastrow biosyntezy antygenu O szczepow Proteus
mirabilis.
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