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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne - z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

26.11.1999 Doktor nauk biologicznych nadany przez Rad¢ Naukowg Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk, (IITD PAN) Wroctaw, tytut
rozprawy: “Zdolnos¢ komorek krwi obwodowej pacjentow chorych na kite do
wytwarzania niektorych cytokin”, promotor w przewodzie doktorskim Doc. Dr
hab. Jadwiga Podwinska

20.06.1994 Magister biologii ze specjalno$cig mikrobiologia, Uniwersytet Wroctawski,
Wydziat Nauk Przyrodniczych, Wrocltaw, tytut pracy: ,,Spektrofotometryczna
analiza anormalnego sktadnika widma cytochromowego mutanta oddechowego
Saccharomyces cerevisiae”, promotor pracy Prof. dr hab. Andrzej Morawiecki

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

1.02.1996-1.02.2000 Pracownik Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN na
stanowisku asystenta, Zaktad Immunologii Chordob Zakaznych,
Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej

1.02.2000-20.10.2010 Pracownik Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN na
stanowisku adiunkta, Laboratorium Bakteriofagowe

20.10.2010-0becnie  Pracownik Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN na
stanowisku specjalista badawczo-techniczny, Laboratorium
Bakteriofagowe

4. Oméwienie osiagnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).
Osiagnigciem jest umieszczony ponizej jednotematyczny cykl 5 prac (4 publikacje oryginalne
1 1 rozdziat w ksigzce) objety tytutem:

,, Aktywnos$¢ antyfagowa surowic chorych poddanych terapii fagowej”

Jednotematyczny cykl publikacji zostal przygotowany w ramach mojej pracy w Laboratorium
Bakteriofagowym Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroclawiu.

a) Publikacje oryginalne wchodzgce w sktad osiggnigcia naukowego:

1. Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M., Weber-Dabrowska B., Migdzybrodzki R., Ktak M.,
Fortuna W., Letkiewicz S., Rog6z P., Szufnarowski K., Jonczyk-Matysiak E., Owczarek B.,
Gorski A. Phage neutralization by sera of patients receiving phage therapy. Viral Immunol.,
2014, 27(6), 295-304. doi: 10.1089/vim.2013.0128. IF 1,446 (15 pkt MNiSW) (106 cyt. —
Scopus, 107 cyt. — Web of Science).

2. Zaczek M., Lusiak-Szelachowska M., Jonczyk-Matysiak E., Weber-Dabrowska B.,
Migdzybrodzki R., Owczarek B., Kopciuch A., Fortuna W., Rogéz P., Gorski A. Antibody
production in response to staphylococcal MS-1 phage cocktail in patients undergoing phage
therapy. Front. Microbiol., 2016, Oct 24, 7, 1681. doi:10.3389/fmicbh.2016.01681. IF 4,076 (35
pkt MNiSW) (52 cyt. — Scopus, 49 cyt. — Web of Science).
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3. Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M., Weber-Dgbrowska B., Miedzybrodzki R.,
Letkiewicz S., Fortuna W., Rogéz P., Szufnarowski K., Jonczyk-Matysiak E., Olchawa E.,
Walaszek K.M., Gorski A. Antiphage activity of sera during phage therapy in relation to its
outcome. Future Microbiol., 2017, Feb, 12(2), 109-117. doi: 10.2217/fmb-2016-0156. ISSN:
1746-0913. IF 3,190 (35 pkt MNiSW) (48 cyt. — Scopus, 49 cyt. - Web of Science).

4. Lusiak-Szelachowska M., Miedzybrodzki R., Fortuna W., Borysowski J., Gorski A. Anti-
phage serum antibody responses and the outcome of phage therapy”. Folia Microbiol. 2021,
66(1), 127-131. doi: 10.1007/s12223-020-00835-z. IF 2,099 (40 pkt MEIN). (5 cyt. — Scopus,
4 cyt. — Web of Science).

b) Rozdziat w ksigzce wchodzacy w sktad osiggnigcia naukowego:

5. Zaczek M., Lusiak-Szelachowska M., Weber-Dabrowska B., Miedzybrodzki R., Fortuna
W.,Rogoz P., Letkiewicz S., Gorski A. Humoral immune response to phage-based therapeutics.
In: Gorski A, Mig¢dzybrodzki R, Borysowski J (ed) Phage Therapy: A Practical Approach,
Springer Nature Switzerland; 1st edn. 2019. ISBN: 978-3-030-26736-0; ISBN: 978-3-030-
26735-3. doi: 10.1007/978-3-030-26736-0_5. (80 pkt MNiSW) (4 cyt. — Scopus, 5 cyt. — Web
of Science).

Llosé cytowan zgodnie z bazami Scopus i Web of Science — stan na dzien 23.05.2022.

Index Hirscha — 17 (Scopus), 18 (Web of Science) — stan na dzier 23.05.2022.

IF zgodnie z rokiem opublikowania.

Liczba punktow MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania.

Lgczny IF pieciu prac objetych rozprawg habilitacyjng wynosi 10,811, tgczna ilos¢ pkt. MNiSW
wynosi 205 i fgczna ilosé cytowan wynosi zgodnie z bazg Scopus: 215, zgodnie z bazqg Web of
Science: 214.

Oswiadczenia habilitanta wskazujace na merytoryczny wklad w powstanie prac

1.Eusiak-Szelachowska M., Zaczek M., Weber-Dabrowska B., Miedzybrodzki R., Ktak M.,
Fortuna W., Letkiewicz S., Rogdz P., Szufnarowski K., Jonczyk-Matysiak E., Owczarek B.,

Gorski A. Phage neutralization by sera of patients receiving phage therapy. Viral Immunol.,
2014, 27(6), 295-304. doi: 10.1089/vim.2013.0128.

Indywidualny wkiad w autorstwo. bratam wiodqgcy udzial w planowaniu badan wspotczynnika
K u chorych i zdrowych, bratam udzial w badaniach poziomu wspotczynnika K u pacjentow
poddanych terapii fagowej i 0séb zdrowych, wiodgcy udzial w analizowaniu danych, wiodgcy
udzial w przygotowywaniu manuskryptu artykutu.

2. Zaczek M., Lusiak-Szelachowska M., Jonczyk-Matysiak E., Weber-Dgbrowska B.,
Miedzybrodzki R., Owczarek B., Kopciuch A., Fortuna W., Rogéz P., Gorski A. Antibody
production in response to staphylococcal MS-1 phage cocktail in patients undergoing phage
therapy. Front. Microbiol., 2016, Oct 24, 7, 1681. doi:10.3389/fmicb.2016.01681.

Indywidualny wktad w autorstwo: bratam wiodqgcy udziat w planowaniu badan wspotczynnika
K u chorych i zdrowych, badalam poziom wspotczynnika K u pacjentow poddanych terapii
fagowej i 0sob zdrowych, udzial w analizowaniu danych, udzial w przygotowywaniu
manuskryptu artykutu, poprawiatam manuskrypt artykutu.

3.Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M., Weber-Dabrowska B., Miedzybrodzki R., Letkiewicz
S., Fortuna W., Rogdz P., Szufnarowski K., Jonczyk-Matysiak E., Olchawa E., Walaszek K.M.,
Gorski A. Antiphage activity of sera during phage therapy in relation to its outcome. Future
Microbiol., 2017, Feb, 12(2), 109-117. doi: 10.2217/fmb-2016-0156. ISSN: 1746-0913.
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Indywidualny wktad w autorstwo: bratam wiodqgcy udziat w planowaniu badan wspotczynnika
K u chorych i zdrowych, badatam poziom wspotczynnika K u pacjentow poddanych terapii
fagowej w roku 2014 i 0sob zdrowych, wiodgcy udzial w analizowaniu danych, wiodgcy udziat
w przygotowywaniu manuskryptu artykutu, dokonywatam krytycznej oceny manuskryptu
artykutu.

4. Lusiak-Szelachowska M., Miedzybrodzki R., Fortuna W., Borysowski J., Gorski A. Anti-
phage serum antibody responses and the outcome of phage therapy”. Folia Microbiol. 2021,
66(1), 127-131. doi: 10.1007/s12223-020-00835-z.

Indywidualny wktad w autorstwo: bratam wiodgcy udziat w planowaniu badan wspotczynnika
K u chorych i zdrowych, badatam poziom wspotczynnika K u pacjentow poddanych terapii
fagowej i 0sob zdrowych, wiodgcy udziat w analizowaniu danych, udziat w przygotowywaniu
manuskryptu artykutu.

5.Zaczek M., Lusiak-Szelachowska M., Weber-Dabrowska B., Miedzybrodzki R., Fortuna W.,
Rogoéz P., Letkiewicz S., Gorski A. Humoral immune response to phage-based therapeutics. In:
Gorski A, Miedzybrodzki R, Borysowski J (ed) Phage Therapy: A Practical Approach, Springer
Nature Switzerland; 1st edn. 2019. ISBN: 978-3-030-26736-0; ISBN: 978-3-030-26735-3. doi:
10.1007/978-3-030-26736-0_5.

Indywidualny wkiad w autorstwo. bratam wiodqgcy udzial w planowaniu badan wspotczynnika
K u chorych, wiodgcy udzial w badaniach poziomu wspotczynnika K u pacjentow poddanych
terapii fagowej, w tym nowe badania pacjentow stosujgcych monowalentne fagi S. aureus z tym
samym typem infekcji i tym samym sposobem podania faga, analizowatam dane, udzial
w analizowaniu czynnikow wplywajgcych na aktywnosé antyfagowq surowic chorych,
przygotowywatam czes¢ manuskryptu artykutu, poprawiatam manuskrypt artykutu.

Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz

z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

»Aktywnos¢ antyfagowa surowic chorych poddanych terapii fagowej”

W ostatnich latach wiele prac sugeruje, ze sama terapia fagowa lub w potaczeniu
z antybiotykami moze skutecznie usuwac¢ oporne na antybiotyki bakterie. Preparaty fagowe
moga wchodzi¢ w interakcje z uktadem odpornosciowym, co moze wpltywac na indukcje
przeciwcial antyfagowych w surowicach chorych podczas terapii fagowej. Przeciwciata
antyfagowe moga neutralizowa¢ aktywnos$¢ fagéow, co moze wplywaé na ograniczenie
zdolnosci fagéw do niszczenia bakterii. Badania na myszach wykazaty, ze fagi jak i biatka
fagowe podane dootrzewnowo lub doustnie mogg indukowaé¢ odpowiedz humoralng. Podanie
faga E. coli T4 doustnie myszom indukowato niski poziom przeciwcial antyfagowych w jelicie
I krwi (Majewska i wsp., Viruses 2015, 7, 4783-4799). Dostepne sg nieliczne dane pochodzace
z badan aktywnosci antyfagowej surowic (AAS) chorych i zdrowych oséb stosujacych fagi
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doustnie. Wykazano brak przeciwcial antyfagowych w surowicach po 1 miesigcu podania
doustnego faga E. coli T4 u 15 oséb zdrowych (Bruttin i Briissow, Antimicrob. Agents
Chemother. 2005, 49, 2874-2878). Praca Kucharewicz-Krukowskiej i Slopka (Arch. Immunol.
Ther. Exp. 1987, 35, 553-561) wykazata, ze podanie doustne fagéw u chorych indukuje niskie
poziomy AAS. Brak przeciwcial antyfagowych lub ich niskie poziomy w surowicach
stwierdzono u niemowlat, ktérym podawano fagi doustnie (Pagava i wsp., Georgian Med. News
2012, 212, 64-69).

Ostatnio przedstawiono istotne wyniki badan dotyczace AAS pacjentéw, z rdéznymi
infekcjami opornymi na antybiotyki, podczas terapii fagowej (PT) w Osrodku Terapii Fagowe;j
IITD we Wroctawiu [Publikacje 1-5 w niniejszym omoéwieniu tematu, pkt. 4 Autoreferatu].
Analizowano poziom AAS u 122 chorych z r6znymi schorzeniami poddanych terapii fagowe;j
w latach 2010-2013 [1], u 62 chorych z ré6znymi schorzeniami poddanych terapii fagowej
w latach 2014-2015 [3] oraz u 25 chorych z zakazeniem zatok poddanych terapii fagowej
w latach 2010-2019 [4]. Opublikowano rowniez prace dotyczaca badan poziomu przeciwcial
antyfagowych 1gG, IgA i IgM w surowicach i poziomu AAS u 20 chorych stosujacych
gronkowcowy koktajl fagowy MS-1 [2]. Opisano odpowiedZ humoralng na fagi stosowane w
terapii fagowej m.in. w Osrodku Terapii Fagowej IITD w latach 2010-2019 [5].

Sprawdzono czy poziom aktywno$ci antyfagowej surowic w czasie terapii fagowej
zalezy od typu infekcji, stanu immunologicznego pacjenta, dawki preparatu fagowego, drogi
podania faga i1 czasu trwania terapii fagowej [1, 3, 5] oraz czy czgsto$¢ wystepowania
wysokiego poziomu AAS w czasie terapii fagowej zalezy od rodzaju preparatu fagowego (fag
monowalentny lub koktajl fagowy) [5]. Sprawdzono korelacj¢ pomiedzy poziomem
aktywnosci antyfagowej surowic chorych i poziomem przeciwciat antyfagowych w surowicach
w czasie terapii fagowej a wynikiem terapii fagowej, co mogtoby sugerowac czy przeciwciata
antyfagowe wptywaja na przebieg terapii fagowej [2, 3, 4].

Chorzy z réznymi schorzeniami, w tym z zakazeniami drog moczowo-ptciowych,
zakazeniami tkanek migkkich, zakazeniami kosci, zakazeniami drog oddechowych poddani
byli terapii fagowej. Chorzy stosowali fagi, wybrane do leczenia na podstawie typowania
fagowego (fagi wykazujace wysoka aktywnosc¢ lityczng w stosunku do szczepu bakteryjnego
pacjenta), doustnie, miejscowo, doustnie i miejscowo lub doodbytniczo zgodnie z protokotem
»Experimental phage therapy of drug-resistant bacterial infections, including MRSA
infections” (Miedzybrodzki i wsp., Adv. Virus Res. 2012, 83, 73-121). Pacjenci stosowali lizaty
monowalentnych fagow S. aureus, E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S.

marcescens, E. cloacae, M. morganii lub koktajle fagowe S. aureus MS-1 (lizat) i S. aureus

5



Zatgcznik 2. Autoreferat

OPMS-1 (preparat oczyszczony). Fagi byly podawane: miejscowo 2 razy dziennie, doustnie
10-20 ml 3 razy dziennie 30 min. przed jedzeniem.
W podaniu doustnym 20 min. przed podaniem fagéw neutralizowano sok zotadkowy w celu
ochrony faga. Fagi byly podawane doodbytniczo 10-20 ml 2 razy dziennie. Terapia fagowa
trwata do 12 tygodni z mozliwoscig przedtuzenia o 12 tygodni w przypadku gdyby stan chorego
wymagat dalszej terapii fagowej. Badania poziomu AAS u chorych poddanych terapii fagowej
w Osrodku Terapii Fagowej IITD wykonywano po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu.

Poziom aktywnoS$ci antyfagowej w surowicach chorych poddanych terapii fagowej
i kontrolnie o0s6b zdrowych badano plytkowym testem neutralizacji fagow, a poziom
przeciwcial antyfagowych IgG, IgA i IgM w surowicach chorych i zdrowych badano metoda
ELISA [1, 2]. Badania poziomu AAS wykonano wedlug metody Adamsa (Methods of study
bacterial viruses, In: Bacteriophages, 1959, pp.443-522) i Pescovitz i wsp. (J. Allergy Clin.
Immunol. 2011, 128, 1295) z modyfikacja wtasng. Badano surowice nierozcienczone oraz
rozcieficzone od 1:10 do 1:1500. 50 pl faga o mianie 1x10° czastek fagowych /ml dodano do
kazdego rozcienczenia surowicy (450 ul). Kontrolg miana faga wykonano dodajac 50 ul faga
0 mianie 1x10° czastek fagowych/ml do 450 pl bulionu. Mieszanine inkubowano przez 30
minut w 37°C. Po tym czasie pobrano 50 pl mieszaniny i dodano do 4,95 ml zimnego bulionu.
Miano faga swiadczace o aktywnosci faga zbadano, na poczatku reakcji faga z surowicg i po
30 min. reakcji faga z surowica, standardowg technikg dwuwarstwowych ptytek agarowych.
100 pl mieszaniny i 200 ul szczepu bakteryjnego dodano do 3 ml 0,7% agaru i wylano na ptytki
agarowe. Piytki inkubowano przez 8 godzin w 37°C. AAS oznaczano jako wspotczynnik
inaktywacji faga K (K=2,3 x (D/T) x log (P0/Pt), gdzie D jest odwrotnoscig rozcienczenia
surowicy, T jest czasem reakcji faga z surowica (30 min.), PO miano faga na poczatku reakcji
faga z surowica i Pt jest mianem faga po czasie T reakcji faga z surowica). Wspotczynnik K
ponizej 5 uwazano za stabg inaktywacje fagow, K miedzy 5 a 18 jako sredni poziom, a powyzej
18 jako wysoki poziom inaktywacji fagow.

Badani pacjenci wykazywali bardzo stabe poziomy AAS przed PT (K<1,84). Zdrowe
osoby wykazywaly rowniez bardzo niskie poziomy AAS przeciwko réznym fagom
gronkowcowym, monowalentnym lub koktajlom fagowym (K <1,96) [1, 3, 5]. Wysokie
poziomy AAS (K = 20-230) wykryto gtownie u pacjentow z infekcjg kosci, ktorym podawano
miejscowo fagi. Doustne lub doodbytnicze podanie fagow (stosowane gtownie w infekcjach

tkanek miekkich i zakazeniach uktadu moczowo-piciowego) indukowato staba odpowiedz
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humoralng [1, 3, 5]. Okoto 50% pacjentow poddawanych terapii fagowej wykazuje niedobory
odpornosci. U 15 pacjentow wykazano, ze ten sam preparat faga gronkowcowego byt
neutralizowany przez surowice w niskim stopniu u 47% pacjentow w badanej grupie (ten sam
typ choroby, ta sama droga podania faga) oraz w wysokim stopniu u 53% pacjentéw w badane;j
grupie. Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze identyczne fagi indukujg rézne poziomy
przeciwcial przeciw fagom podczas terapii fagowej, co prawdopodobnie zalezy od stanu
immunologicznego pacjenta [5]. Wyzsze poziomy AAS zaobserwowano przy stosowaniu
oczyszczonego koktajlu fagowego w porownaniu z koktajlem fagowym w postaci lizatu, co
moze zaleze¢ od miana preparatu fagowego [3]. Oczyszczony koktajl fagowy wykazywat
wyzsze miano niz lizat koktajlu fagowego (10° czastek fagowych/ml wobec 10%-108 czastek
fagowych/ml). Niski poziom neutralizacji fagow obserwowano podczas doustnej Iub
doodbytniczej terapii fagowej, podczas gdy terapia miejscowa lub zarowno miejscowa, jak
i doustna moze powodowaé¢ wysoki poziom AAS od 15 do 60 dnia terapii u okoto 12%
pacjentow sposrod 122 przebadanych [1]. Sredni lub wysoki poziom inaktywacji fagéw przez
surowice pacjentow ulegat obnizeniu po terapii. Wykazano wysoka dodatnig korelacj¢ miedzy
czasem trwania terapii fagowej a wspotczynnikiem inaktywacji faga K (wspotczynnik korelacji
Spearmana dla czasu leczenia wszystkimi typami fagéw gronkowcowych wynosit 0,85) [5].
Mediana najwczes$niejszego dnia terapii, w ktorej stwierdzono wysoki poziom neutralizacji
faga K>18, przypada na 41 dzien terapii [5]. Rodzaj preparatu fagowego (koktajl lub fag
monowalentny) moze wptywac na czgstos¢ wystepowania wysokiego poziomu AAS i tak 43%
pacjentdw stosujacych miejscowo koktajl fagowy gronkowcowy wykazywato wysokie
poziomy AAS, podczas gdy 17% pacjentow stosujacych miejscowo monowalentne fagi
gronkowcowe wykazywato wysokie poziomy AAS [5]. Sprawdzono ponadto korelacje
pomigdzy wyzszymi poziomami przeciwcial przeciw fagom w surowicach a wyzszymi
poziomami AAS u chorych w trakcie terapii i stwierdzono zaleznos$¢ gtéwnie dla przeciwciat
IgG i IgM 1 wspotczynnika K u pacjentow stosujacych koktajl fagowy S. aureus MS-1 [2].
Ostatnie badania wykazaly, ze wynik terapii fagowej nie zalezy od poziomu AAS
1 poziomu przeciwciat antyfagowych [2-4]. Dobre wyniki kliniczne zaobserwowano u okoto
40% pacjentéw z réznymi schorzeniami w tym zakazeniami tkanek miekkich, zakazeniami
kosci 1 zakazeniami drég oddechowych z zardwno niskim, jak i wysokim AAS podczas terapii
fagowej miejscowej [3]. Obserwacje potwierdzono w jednorodnej grupie chorych z zakazeniem
zatok, gdzie stwierdzono pozytywne wyniki kliniczne u ok. 30% chorych stosujacych fagi
miejscowo lub doustnie 1 miejscowo zarowno z niskim wspotczynnikiem K jak i z wysokim

wspotczynnikiem K [4]. Dane te §wiadczg o braku korelacji pomiedzy poziomem przeciwciat
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antyfagowych w czasie terapii fagowej a wynikiem terapii fagowej. Okazato si¢, ze poziom
AAS jak i poziom przeciwciat antyfagowych w surowicach chorych w trakcie terapii fagowej
nie wptywa na koncowy wynik terapii fagowej, bo w niektorych przypadkach przy wysokim
poziomie przeciwcial antyfagowych obserwowano dobry wynik terapii. Roéwniez u niektorych
chorych przy niskim poziomie przeciwciat wykazano nieskuteczng terapi¢ fagowa, co moze
by¢ wynikiem niedoborow immunologicznych u tych pacjentow czy dlugotrwajaca
wczesniejsza terapig antybiotykowa. Wysokie poziomy przeciwcial antyfagowych w
surowicach, u niektoérych pacjentow poddanych terapii fagowej, moga by¢ dobrym
prognostycznym sygnatem sugerujagcym o lepszej zdolnosci uktadu immunologicznego do
zwalczania infekcji [3].

Prognostyczne znaczenie, pojawiania si¢ przeciwcial antyfagowych w surowicach, dla
wyniku terapii fagowej powinno by¢ okreslane w planowanych badaniach klinicznych [4].
Indukcja przeciwciat antyfagowych po dozylnym podaniu fagoéw jest stosowana do diagnostyKi
I monitorowania pacjentéw z zespotami niedoboréw odpornosci (Ochs i wsp., J. Clin. Invest.
1971, 50, 2559-2568). Metoda badania neutralizacji fagéw jest wykorzystywana praktycznie
do monitorowania wystepowania neutralizujacych przeciwcial antyfagowych w surowicach
pacjentow poddanych terapii fagowej w Osrodku Terapii Fagowej IITD we Wroctawiu w celu
ustalenia ich znaczenia w terapii.

Za najwazniejsze osiagniete wyniki uwazam:

e wykazanie, Ze poziom aktywno$ci antyfagowej surowic oznaczanej jako
wspolczynnik inaktywacji faga (K) u chorych poddanych terapii fagowej
zalezy od kilku czynnikéw: typu infekcji, dawki preparatu fagowego, drogi
podania faga, czasu trwania terapii fagowej i prawdopodobnie od stanu
immunologicznego pacjenta.

e zaobserwowanie, ze czesto$¢ wystepowania wysokiego poziomu aktywnosci
antyfagowej surowic chorych w czasie terapii fagowej zalezy od rodzaju
preparatu fagowego (fag monowalentny lub koktajl fagowy).

e udowodnienie korelacji pomiedzy poziomem przeciwcial antyfagowych 1gG i
IgM w surowicach chorych leczonych fagami a wspélczynnikiem inaktywacji
faga (K) w surowicach chorych leczonych fagami.

e wykazanie braku Kkorelacji pomiedzy poziomem aktywnosci antyfagowej
surowic chorych oraz przeciwcial antyfagowych w surowicach chorych w
czasie terapii fagowej a wynikiem terapii fagowej.
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W kolejnej czesci autoreferatu przedstawiono podsumowanie wynikéw opisanych

w wybranych do oceny publikacjach.

1.Eusiak-Szelachowska M., Zaczek M., Weber-Dabrowska B., Miedzybrodzki R., Klak
M., Fortuna W., Letkiewicz S., Rogéz P., Szufnarowski K., Jonczyk-Matysiak E.,
Owczarek B., Gorski A. Phage neutralization by sera of patients receiving phage therapy.
Viral Immunol., 2014, 27(6), 295-304. doi: 10.1089/vim.2013.0128. IF 1,446 (15 pkt
MNiSW) (106 cyt. — Scopus, 107 cyt. — Web of Science).

Celem badan byla ocena, czy terapia fagowa (PT) moze indukowaé przeciwciata
antyfagowe. Aktywno$¢ antyfagowag o0znaczano w surowicach 122 pacjentow, z réznymi
zakazeniami bakteryjnymi w ro6znych schorzeniach, poddanych terapii w O$rodku Terapii
Fagowej IITD we Wroctawiu, przed i podczas PT oraz w surowicach od 30 zdrowych oséb
przy uzyciu plytkowego testu neutralizacji. Pacjenci poddani byli terapii fagowej w latach
2010-2013. Pacjenci stosowali r6zne pojedyncze fagi (lizaty) S. aureus, E. faecalis, E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae, S. marcescens, E. cloacae, M. morganii lub koktajl fagowy (lizat)
S.aureus MS-1. Ponadto zbadano poziom przeciwcial antyfagowych w surowicach 19
pacjentéw otrzymujacych fagi gronkowcowe oraz w surowicach od 20 zdrowych osob przy
uzyciu ELISA. Fagi podawano doustnie, miejscowo, doustnie i miejscowo, doodbytniczo lub
doustnie i doodbytniczo. Wspoétczynnik inaktywacji fagow (K) okreslal poziom neutralizacji
aktywnosci fagow przez surowice ludzkie. Poziom aktywnos$ci antyfagowej surowic (AAS)
badano po 30-minutowej inkubacji faga z rozcienczong surowicg w 37°C stosujac ptytkowy
test neutralizacji. Niski poziom neutralizacji fagdéw oznaczano jako wspotczynnik inaktywacji
fagow K<S5, $redni jako K=5-18 a wysoki jako K>18.

Niskie wspotczynniki K przeciwko fagom S. aureus 676/Z i A3/R stwierdzono
w surowicach 30 zdrowych osob (K<1,73). Niskie wspotczynniki K wykryto przed PT
(K<1,64). Wysoka aktywnos¢ antyfagowa surowicy K>18 (K=19,87-227,96) obserwowano
u 12,3% badanych pacjentow (n=15) leczonych fagami miejscowo (n=13) lub miejscowo
i doustnie (n=2) od 15 do 60 dnia PT. Wysokie wspotczynniki K stwierdzono u pacjentow
leczonych niektorymi fagami S. aureus, P. aeruginosa i E. faecalis. Wysoki wspotczynnik
K>18 wykryto gtownie u czgsci pacjentdow z zakazeniami kosci stosujacy fagi miejscowo.
Niskie wspotczynniki K obserwowano podczas PT w surowicach pacjentow stosujacych fagi
doustnie (K<1,04). Zwigkszona inaktywacja fagow przez surowice pacjentow otrzymujacych
PT ulegta obnizeniu po terapii. Obserwowano, ze surowice 3 pacjentow z K>18 w czasie PT
stosujacych faga S. aureus 676/Z réwniez wykazywaty wyzsza warto$¢ absorbancji mierzong
testem ELISA (oceniajaca poziom przeciwcial antyfagowych wszystkie Ig). Pozostali pacjenci
tej samej grupy badani testem ELISA wykazywali K<6 i nie obserwowano takiej korelacji
(poziom przeciwciat w czasie terapii byt nizszy lub wyzszy w pordwnaniu przed terapia).

Wyniki te sugerujg, ze aktywno$¢ antyfagowa w surowicach pacjentow zalezy od drogi
podawania faga i typu faga. Wstepne dane sugeruja, ze indukcja aktywnosci antyfagowej
surowic w trakcie lub po PT nie wyklucza pozytywnego wyniku PT.

2.Zaczek M., Lusiak-Szelachowska M., Jonczyk-Matysiak E., Weber-Dabrowska B.,
Miedzybrodzki R., Owczarek B., Kopciuch A., Fortuna W., Rogo6z P., Gorski A. Antibody
production in response to staphylococcal MS-1 phage cocktail in patients undergoing
phage therapy. Front. Microbiol., 2016, Oct 24, 7, 1681. doi:10.3389/fmicb.2016.01681.
IF 4,076 (35 pkt MNiSW) (52 cyt. — Scopus, 49 cyt. — Web of Science).

Praca miata na celu zbadanie odpowiedzi humoralnej poprzez okreslenie produkcji
przeciwcial antyfagowych IgG, IgA i IgM, w surowicach chorych leczonych fagami, za pomoca
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testu ELISA. 20 pacjentow stosowato koktajl fagowy S. aureus MS-1 (lizat) doustnie i/lub
miejscowo w Osrodku Terapii Fagowej ITD we Wroctawiu. Kontrole stanowity surowice 10
0s6b zdrowych, u ktérych $redni poziom IgG, IgA 1 IgM wynosit 27,7 AU; 0 AU 1 0,8 AU.
Sredni poziom IgG, IgA i IgM przed terapia fagowa wynosit 61,7 AU; 0,2 AU i 11,8 AU aw
trakcie terapii fagowej wynosit 166,6 AU; 2,7 AU i 205,9 AU. Wzrost w trakcie terapii fagowej
byl istotny statystycznie dla przeciwcial IgG, IgA 1 IgM. Obserwowano korelacje pomig¢dzy
wyzszym poziomem IgG i IgM i wspodtczynnikiem inaktywacji fagow K w surowicach chorych
w trakcie terapii fagowej. Wspotczynnik inaktywacji fagow (K) okreslat poziom neutralizacji
aktywnos$ci fagow przez surowice ludzkie. Poziom aktywnos$ci antyfagowej surowic (AAS)
badano po 30-minutowej inkubacji faga z rozcienczong surowicg w 37°C stosujac ptytkowy
test neutralizacji. Niski poziom neutralizacji fagéw oznaczano jako wspotczynnik inaktywacji
fagow K<35, $redni jako K=5-18 a wysoki jako K>18. Sredni wsp. K przed terapia fagowa
wynosit 0,02 i wzrdst istotnie do 23,8 w trakcie terapii fagowej. Sredni wspotezynnik K u 0séb
zdrowych wynosit 0,003. Wigkszo$¢ pacjentdéw nie wykazywata wysokiego poziomu
przeciwcial w trakcie terapii fagowej. Zaobserwowano, ze pacjenci nawet z WwyzZsza
odpowiedzig immunologiczng (indukcja IgG i IgM) wykazywali pozytywny wynik terapii.
Ponadto negatywny wynik terapii fagowej u niektdorych pacjentdw towarzyszyl niskiej
produkcji przeciwciat antyfagowych w surowicach w czasie terapii fagowej.

3.Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M., Weber-Dabrowska B., Miedzybrodzki R.,
Letkiewicz S., Fortuna W., Rogoz P., Szufnarowski K., Jonczyk-Matysiak E., Olchawa E.,
Walaszek K.M., Gorski A. Antiphage activity of sera during phage therapy in relation to
its outcome. Future Microbiol., 2017, Feb, 12(2), 109-117. doi: 10.2217/fmb-2016-0156.
ISSN: 1746-0913. IF 3,190 (35 pkt MNiSW) (48 cyt. — Scopus, 49 cyt. — Web of Science).

Sprawdzono zaleznos$¢ pomigdzy poziomem aktywnos$ci antyfagowej surowic 62 chorych
poddanych terapii fagowej w Osrodku Terapii Fagowej IITD we Wroctawiu a wynikiem terapii
fagowej. Pacjenci poddani byli terapii fagowej w latach 2014-2015. Chorzy z réznymi
schorzeniami stosowali rozne fagi pojedyncze (lizaty): S. aureus, E. faecalis i fagi dla bakterii
Gram-ujemnych lub koktajle fagowe S. aureus: MS-1 (lizat) lub OPMS-1 (preparat
oczyszczony) doustnie, doustnie i miejscowo, doodbytniczo lub miejscowo. Wspotczynnik
inaktywacji fagow (K) okreslat poziom neutralizacji aktywnosci fagéw przez surowice ludzkie.
Poziom aktywnos$ci antyfagowej surowic (AAS) badano po 30-minutowej inkubacji faga z
rozcienczong surowicg w 37°C stosujac ptytkowy test neutralizacji. Niski poziom neutralizacji
fagow oznaczano jako wspolczynnik inaktywacji fagow K<S5, $redni jako K=5-18 a wysoki
jako K>18.

Kontrolna grupa 30 osob zdrowych wykazywata niskie wspolczynniki K dla faga
S.aureus P4 (wspolczynnik K<1,96). Przed terapia fagowa wykryto niskie poziomy
neutralizacji fagow (wspotczynnik K<1,84). Potwierdzono, ze poziom neutralizacji fagéw
zalezy od sposobu podania fagéw. Najmniej immunogenne jest podanie doustne lub
doodbytnicze (odpowiednio K<2,31 i K<1,77). U 40% chorych stosujacych fagi miejscowo
wykryto wysoki poziom neutralizacji fagow (K=20,25-235,66). Ok. 50% pacjentow ma
ostabiong odpowiedZ immunologiczng, dlatego niski poziom przeciwcial — podczas
miejscowego podania fagow u 60% pacjentow moze zaleze¢ od ostabionej odpornosci.
Oczyszczony preparat fagowy OPMS-1 jest bardziej immunogenny niz lizat fagowy MS-1.
Wyzsze miano preparatu OPMS-1 moze by¢ przyczyng wyzszej immunogennosci. WYysoki
wspotczynnik K>18 wykryto gltdéwnie u czesci pacjentdw z zakazeniami kosci stosujacy fagi
miejscowo. U ok. 40% pacjentow, stosujgcych fagi miejscowo, z niskg lub wysokg neutralizacja
fagow zaobserwowano dobry wynik terapii (kategoria A-C).
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Stwierdzono brak korelacji pomiedzy poziomem neutralizacji fagow przez surowice
chorych leczonych fagami a wynikiem terapii fagowej. Wysoki poziom neutralizacji fagéw nie
wyklucza pozytywnego wyniku terapii fagowey;.

4. Lusiak-Szelachowska M., Miedzybrodzki R., Fortuna W., Borysowski J., Gorski A.
Anti-phage serum antibody responses and the outcome of phage therapy”. Folia
Microbiol. 2021, 66(1), 127-131, doi.org/10.1007/s12223-020-00835-z. IF 2,099 (40 pkt
MEIN) (5 cyt. — Scopus, 4 cyt. — Web of Science).

Celem badan bylo okreslenie poziomu inaktywacji fagdw przez surowice chorych
z przewleklym zapaleniem zatok poddanych terapii fagowej w Os$rodku Terapii Fagowej IITD
we Wroctawiu oraz przez surowice osob zdrowych. Chorzy poddani byli terapii fagowej
w latach 2010-2019. W tej jednorodnej grupie chorych z zapaleniem zatok zbadano korelacje
pomigdzy poziomem neutralizacji fagow przez surowice chorych poddanych terapii fagowe;,
wynikiem terapii fagowej i czasem trwania terapii. Zanalizowano stopien neutralizacji
aktywnosci fagéw u 25 chorych z przewlektym zapaleniem zatok stosujacych fagi miejscowo
(n=4) lub doustnie i miejscowo (n=21). Poziom aktywnosci antyfagowej surowic (AAS)
badano po 30-minutowej inkubacji faga z rozcienczong surowicg w 37°C stosujac ptytkowy
test neutralizacji. Niski poziom neutralizacji fagéw oznaczano jako wspotczynnik inaktywacji
fagow K<S5, $redni jako K=5-18 a wysoki jako K>18.

Kontrolg stanowity surowice 30 zdrowych dawcow wykazujac niski poziom AAS
przeciwko fagowi S. aureus ¢200 (Ksr=0,17). Sposrod 25 chorych z przewleklym zapaleniem
zatok 23 przypadki stosowato fagi S. aureus (pojedyncze fagi lizaty, koktajl fagowy lizat MS-
1 lub koktajle fagowe oczyszczone OPMS-1, OPMS-1top) a 3 przypadki stosowalo fagi
pojedyncze lizaty P. aeruginosa, K. pneumoniae lub E. coli. Pacjentéw podzielono na dwie
grupy: 1) z pozytywnym wynikiem terapii fagowej (kategoria A-C) (n=8) i 2) z brakiem
poprawy klinicznej (kategoria (D-G) (n=17). Przed terapiag fagowa pacjenci w grupie 1
wykazywali niski wspolczynnik Kér =0,23 1 w grupie 2 stwierdzono niski wspdtczynnik
K$r=0,14. W czasie terapii fagowe] K wzrdst istotnie w obydwu grupach pacjentéw
odpowiednio K$r=9,50 (w dniach 14-62) i K§r=10,92 (w dniach 14-63). Réznice pomigdzy Ksr
w czasie terapii fagowej w grupie z pozytywnym wynikiem terapii i brakiem poprawy
klinicznej byty nieistotne statystycznie. Podzielono rowniez pacjentéw z zapaleniem zatok na
grupe z K<5 (n=18) 1 K>18 (n=6) w trakcie terapii fagowej. Wszyscy pacjenci przed terapia
fagowa wykazywali niski Kér =0,17. Niski wspotczynnik K<5 wykryto u 72% pacjentow od
14 do 63 dnia terapii. 24% pacjentow wykazywato wysoki wspodtczynnik K>18 w czasie terapii
od 26 do 62 dnia terapii. W czasie terapii fagowej pozytywny wynik terapii obserwowano
w grupie pacjentow z K<5 u 27,8% badanych a w grupie pacjentéw z K>18 u 33,3% badanych.
Roéznica pomigdzy czestosciami wystepowania pozytywnego wyniku terapii u pacjentow z K<5
i K>18 jest nieistotna statystycznie.

Podsumowujac, okoto 30% pacjentow z zapaleniem zatok z niskim poziomem
przeciwcial antyfagowych w surowicach w trakcie terapii fagowej wykazywato pozytywny
wynik terapii fagowej. Podobny wynik leczenia uzyskano dla pacjentdow z tym samym
schorzeniem z wysokim poziomem przeciwciatl antyfagowych w trakcie terapii fagowej. Nie
wykazano korelacji pomiedzy poziomem przeciwciat antyfagowych w surowicach chorych w
czasie terapii fagowej a wynikiem terapii fagowe;.
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5.Zaczek M., Lusiak-Szelachowska M., Weber-Dabrowska B., Miedzybrodzki R.,
Fortuna W., Rogéz P., Letkiewicz S., Gorski A. Humoral immune response to phage-
based therapeutics. In: Gorski A, Miedzybrodzki R, Borysowski J (ed) Phage Therapy: A
Practical Approach, Springer Nature Switzerland; 1st edn. 2019. ISBN: 978-3-030-26736-
0; ISBN: 978-3-030-26735-3. doi: 10.1007/978-3-030-26736-0_5 (80 pkt MNiSW) (4 cyt. —
Scopus, 5 cyt. — Web of Science).

Podkreslono w pracy wptyw kilku czynnikéw na poziom aktywnosci antyfagowej
surowic (AAS) chorych poddanych terapii fagowej w Osrodku Terapii Fagowej IITD we
Wroctawiu, tj. typu infekcji, stanu immunologicznego pacjenta, dawki preparatu fagowego,
drogi podania faga i czasu trwania terapii fagowej. Wskazano, ze czesto$¢ wystepowania
wysokiego poziomu AAS w czasie terapii fagowej zalezy od rodzaju preparatu fagowego (fag
monowalentny lub koktajl fagowy). Poziom aktywnosci antyfagowej surowic (AAS) badano
po 30-minutowej inkubacji faga z rozcienczona surowicag w 37°C stosujac ptytkowy test
neutralizacji. Niski poziom neutralizacji fagdw oznaczano jako wspotczynnik inaktywacji
fagow K<35, éredni jako K=5-18 a wysoki jako K>18.

Badani pacjenci wykazywali bardzo stabe AAS przed PT (K<0,23). Zdrowe osoby
wykazywaly réwniez bardzo niskie AAS przeciwko roéznym fagom gronkowcowym,
monowalentnym lub koktajlom K <1,73. Wysoki wspotczynnik K>18 wykryto gléwnie
u czesci pacjentéw z zakazeniami kosci stosujacy fagi miejscowo. Podanie fagow doustne,
doodbytnicze lub dopecherzowe indukuje stabg odpowiedz humoralng. Okoto 50% pacjentow
poddawanych terapii fagowej wykazuje niedobory odpornosci. Nowa analiza badan u 15
pacjentdw wykazala, ze ten sam preparat faga gronkowcowego byt neutralizowany w niskim
stopniu u 47% pacjentéw w badanej grupie (ten sam typ choroby, ta sama droga podania faga)
oraz w wysokim stopniu u 53% pacjentéw w badanej grupie. Analiza uzyskanych wynikow
wykazata, ze identyczne fagi indukuja rézne poziomy przeciwcial przeciw fagom podczas
terapii fagowej, co prawdopodobnie zalezy od stanu immunologicznego pacjenta. Wykazano
wysoka dodatnig korelacj¢ miedzy czasem trwania terapii fagowe] a wspodtczynnikiem
inaktywacji faga K (wspolczynnik korelacji Spearmana dla czasu leczenia wszystkimi typami
fagow gronkowcowych wynosit 0,85). Mediana najwczes$niejszego dnia terapii, w ktorej
stwierdzono wysoki poziom neutralizacji faga K>18, przypada na 41 dzien terapii. Czgsto$¢
wystepowania wysokiego poziomu przeciwcial antyfagowych w surowicach chorych
poddanych terapii fagowej zalezy czy pacjenci stosuja monoterapi¢ czy koktajl fagowy. U 43%
pacjentow stosujacych miejscowo koktajl fagowy S. aureus stwierdzono wysoki poziom K>18
podczas gdy u 17% pacjentéw stosujacych miejscowo pojedyncze fagi S. aureus byt wysoki
poziom K>18. Zaobserwowano brak korelacji pomiedzy poziomem przeciwciat antyfagowych
w surowicach chorych w czasie terapii fagowej a wynikiem terapii fagowej.

S. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnoS$ci zagranicznej.

Przed uzyskaniem stopnia doktora zajmowatam si¢ badaniami nad zdolno$cig komoérek krwi
obwodowej pacjentow z kitg do wytwarzania niektorych cytokin, w Zaktadzie Immunologii
Chorob Zakaznych, Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej IITD. Badania wykonywano we
wspotpracy z Katedrg i Klinikg Dermatologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Ten
temat badawczy zostal opisany w mojej rozprawie doktorskiej: “Zdolnos¢ komoérek krwi
obwodowej pacjentow chorych na kile do wytwarzania niektorych cytokin”. Tematyka
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dotyczaca roli cytokin i tlenku azotu w odpornosci przeciwkitowej zostata przedstawiona w 3
pracach oryginalnych, w ktorych jestem wspoétautorem.

Prace oryginalne:

1. Podwinska J., Zaba R., Lusiak M., Bowszyc J. Zdolnos¢ komorek krwi obwodowej
pacjentéw do wytwarzania TNF w r6znych stadiach kity. Postgpy Dermatol., 1997, 14, 227-
237.

2. Lusiak M., Podwiniska J., Zaba R., Bowszyc J. Tlenek azotu i jego rola w odpowiedzi
immunologicznej i odpornosci w kile. Postepy Dermatol., 1999, 16, 121-143.

3. Podwinska J., Lusiak M., Zaba R., Bowszyc J. The pattern and level of cytokines secreted
by Thl and Th2 lymphocytes of syphilitic patients correlate to the progression of the
disease. FEMS Immunol. Med. Microbiol., 2000, 28, 1-14. IF 1,244 (11 pkt MNiSW) (46
cyt. — Scopus, 43 cyt. — Web of Science).

Po uzyskaniu stopnia doktora zajmowatam si¢ badaniami obecnos$ci fagow E. coli w kale ludzi
zdrowych 1 pacjentdw z chorobami przewodu pokarmowego (polipy jelit, choroba
Lesniowskiego-Crohna, wrzodziejace zapalenie jelita grubego) w Laboratorium
Bakteriofagowym IITD we wspolpracy z Klinikg Gastroenterologii i Hepatologii
Wroctawskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu i Klinika Gastroenterologii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w Warszawie. W wyniku tych badan powstata
publikacja oryginalna:

1. Lusiak-Szelachowska M., Annabhani A. ,Weber-Dgbrowska B., Gorski A., Bebenek M.,
Pudetko M., Strutynska-Karpinska M, Muszynski J. , Paradowski L. Escherichia coli
bacteriophages in human stool of patients with gastrointestinal tract diseases.
Gastroenterol. Pol. 2008, 15(2), 87-90. (3 cyt.- Scopus).

Po uzyskaniu stopnia doktora opublikowana zostala praca w ramach wspdtpracy
z Uniwersytetem Przyrodniczym we Wroctawiu, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii
ZywnoSci.

Praca oryginalna:

1. Kurzgpa-Skaradzinska A., Lusiak-Szelachowska M., Skaradzinski G., Jonczyk-Matysiak
E., Weber-Dgbrowska B., Zaczek M., Maj T., Stawek A., Rymowicz W., Ktak M.,
Miedzybrodzki R., Goérski A. Influence of bacteriophage preparations on intracellular
killing of bacteria by human phagocytes in vitro. Viral Immunol. 2013, 26(2), 150-162. doi:
10.1089/vim.2012.0071. IF 1,636 (15 pkt MNiSW) (8 cyt. — Scopus, 8 cyt. — Web of
Science).

Po wuzyskaniu stopnia doktora opublikowana zostala praca w ramach wspdtpracy
z Uniwersytetem Wroctawskim we Wroctawiu, Instytut Genetyki i Mikrobiologii.

Praca oryginalna:

1. Kesik-Szeloch A., Drulis-Kawa Z., Weber-Dabrowska B., Kassner J., Majkowska-Skrobek
G., Augustyniak D., Lusiak-Szelachowska M. Zaczek M., Gorski A. Kropinski A.M.
Characterising the biology of novel lytic bacteriophages infecting multidrug resistant
Klebsiella pneumoniae. Virol. J. 2013, 10, 100. doi: 10.1186/1743-422X-10-100. IF 2,089
(20 pkt MNiSW) (74 cyt. — Scopus, 66 cyt. — Web of Science).
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llos¢ cytowan zgodnie z bazami Scopus i Web of Science — stan na dzien 23.05.2022.
Index Hirscha — 17 (Scopus), 18 (Web of Science) — stan na dzien 23.05.2022.

IF zgodnie z rokiem opublikowania.

Liczba punktow MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania.

W ramach wspélpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym we Wroctawiu, Katedra

Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci powstato zgloszenie patentowe:

1. Weber-Dabrowska B., Gorski A., Zaczek M., Jonczyk-Matysiak E., Owczarek B., Lusiak-
Szelachowska M., Skaradzinska A., Skaradzinski G., Mituta P., Miedzybrodzki R., Ktak
M.: Nowe szczepy bakteriofagdw swoistych wobec bakterii z rodzaju Staphylococcus,
Enterococcus oraz Klebsiella zwlaszcza do zastosowania w profilaktyce lub leczeniu
zakazen u chorych z zespolem stopy cukrzycowej. Nr zgloszenia: P.431688 z dnia
3.11.2019.

Staze naukowe w instytucjach naukowych, z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania
stazu i jego charakteru

W dniach 13.09-12.10.2021 odbytam staz naukowy na Uniwersytecie Wroctawskim, Zaktad
Biologii Patogendéw i Immunologii, ul. Przybyszewskiego 63-77 we Wroctawiu pod
kierunkiem Prof. dr hab. Zuzanny Drulis-Kawy.

Celem stazu bylo poszerzenie wiedzy z zakresu badan nad bakteriofagami czego wynikiem
bylo powstanie wspdlnej anglojezycznej publikacji pogladowej na temat tacznego podawania
fagow 1 antybiotykdéw w leczeniu infekcji wywotanych przez patogenne bakterie.

1. Lusiak-Szelachowska M., Miedzybrodzki R., Drulis-Kawa Z., Cater K., KnezZevi¢ P.,
Winogradow C., Amaro K., Jonczyk-Matysiak E., Weber-Dabrowska B., Regkas J., Gorski
A. Bacteriophages and antibiotic interactions in clinical practice: what we have
learned so far. J. Biomed. Sci. 2022, 29(1), 23. doi:10.1186/s12929-022-00806-1. IF 8,41
(100 pkt. MEIN).

W czasie stazu zapoznalam si¢ z nowymi technikami 1 bratam udziat w nastgpujacych
badaniach:

Oznaczanie aktywnosci depolimeraz fagowych wobec kolekcji szczepow Klebsiella
Metody produkcji rekombinowanych depolimeraz fagowych

Mutageneza ukierunkowana depolimeraz fagowych

Transformacja szczepow ekspresyjnych E. coli

Analizy sekwencji produktow PCR

Ekspresja biatka w E. coli BL21 z uzyciem induktora IPTG

Oczyszczanie biatek metoda chromatografii powinowactwa

Metody elektroforetyczne

ONoGaR~wWdE

Jeden z mechanizméw synergii fagow 1 antybiotykéw opiera si¢ na dziataniu depolimeraz
fagowych, ktore niszczg polisacharydy bakteryjne m.inn. w bakteryjnym biofilmie. Mechanizm
ten zostat opisany w pracy pogladowej, ktora powstata w wyniku stazu. Potagczone dziatanie
fagow i antybiotykow zostato przedstawione w tej publikacji w badaniach in vitro, in vivo i jest
stosowane w terapii klinicznej w ostatnim czasie. Perspektywy zastosowania tej skojarzonej
terapii zostaty rowniez przedstawione w publikacji.
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Bratam udzial w grantach realizowanych we wspotpracy z innymi jednostkami naukowymi:

1. Grant POIG 01.03.01-02-003/08-00 "Optymalizacja charakterystyki i przygotowania
preparatow fagowych do celéw terapeutycznych". Zadanie nr 5: ,,Odnowa banku
fagowego, poszukiwanie nowych fagow 1 ich charakterystyka (Streptococcus,
Citrobacter, Serratia, Proteus, Stenotrophomonas)”.

Kierownik grantu: Prof. dr hab. med. Andrzej Gorski.

Wspotpraca z Instytutem Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

oraz z Uniwersytetem Wroctawskim, Wydzialem Nauk Biologicznych.

okres realizacji: 1.01.2009-30.06.2013.

Wykonawca

Badania przyczynity si¢ do powstania zgloszenia patentowego: Weber-Dabrowska B.,
Gorski A., Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M.: Nowe szczepy bakteriofagéw do
leczenia zakazen bakteryjnych, zwlaszcza szczepami bakterii lekoopornych rodzaju
Stenotrophomonas. Nr zgloszenia P.391552 z dnia 20.06.2010.

Whyniki badan dotyczace charakterystyki fagow Stenotrophomonas i Citrobacter
uzyskane w czasie realizacji grantu przedstawiono na dwoch konferencjach (Weber-
Dabrowska B., Lusiak-Szelachowska M., Kassner J. i wsp. The biology and
morphology of Stenotrophomonas maltophilia bacteriophages from the IIET phage
collection. Congress Viruses of Microbes. 21-25.06.2010., Paryz; Weber-Dabrowska
B., Lusiak-Szelachowska M., Miedzybrodzki R. i wsp. The biology and morphology of
Citrobacter freundii bacteriophages from the IIET phage collection. The First
International Oxford Bacteriophage Conference, Phages 2011. 19-21.09.2011.,
Oxford).

2. Projekt NCBiR ,Biologiczna stabilizacja mikrobiologii wody przeznaczonej do
spozycia®“  ,Biological  stabilization of drinking water” INNOTECH-
K2/IN2/7/18/844/NCBIiR/13.

Wykonawca: Instytut Technologiczno-Przyrodniczy w Falentach.

Kierownik zadania dla II'TD PAN: Dr Beata Weber-Dgbrowska

Wspoélpraca z Instytutem Ochrony Srodowiska-Panstwowym Instytutem Badawczym
w Warszawie, Politechnika Slaska w Gliwicach i Wojskowym Instytutem Higieny
i Epidemiologii w Warszawie.

okres realizacji: 01.05.2013-30.04.2016.

Wykonawca

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

Wyklady i pokazy w ramach Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki

1. Wyktad i pokaz: Weber-Dabrowska B., Lusiak M.: Perspektywy bakteriofagowej
terapii zakazen bakteryjnych. IV Dolno$laski Festiwal Nauki, 20-22.09.2001, Wroctaw,
Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN.

2. Pokaz: Weber-Dagbrowska B., Lusiak-Szelachowska M.: Aktywno$¢ lityczna
bakteriofagéw. V Dolnos$laski Festiwal Nauki, 19-21.09.2002, Wroctaw, Instytut
Immunologii 1 Terapii Do$wiadczalnej PAN.

3. Pokaz: Weber-Dabrowska B., Lusiak-Szelachowska M.: Aktywno$¢ lityczna
bakteriofagbw. VI Dolnoslaski Festiwal Nauki, 13.09.2003, Wroctaw, Instytut
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN.
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4. Wyktad i pokaz: Weber-Dabrowska B., Lusiak-Szelachowska M.: Bakteriofagi —piraci
komorek bakteryjnych. VII Dolnoslaski VII Festiwal Nauki, 20-22.09.2004, Wroctaw,
Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN.

5. Pokaz: Weber-Dgbrowska B., Lusiak-Szelachowska M.: Bakteriofagi-zabojcy bakterii.
VII Dolnoslaski Festiwal Nauki, 19-21.09.2005, Wroctaw, Instytut Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej PAN.

6. Pokaz: Weber-Dabrowska B., Lusiak-Szelachowska M.: Biologia bakteriofagow. IX
Dolno$laski Festiwal Nauki, 15-20.09.2006, Wroctaw, Instytut Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej PAN.

7. Pokaz: Weber-Dabrowska B., Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M.: Bakteriofagi i ich
oddzialywanie z komorka bakteryjng. XIII Dolnoslaski Festiwal Nauki 17-21.09. 2010,
Wroctaw, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN.

Opiekun praktyk studenckich

11 os6b z wroctawskich uczelni odbylo pod moim kierunkiem praktyki studenckie
w latach 2005-2019.

Opiekun prac magisterskich

1. Agata Mazur, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Wydzial Biologii 1 Hodowli
Zwierzat, kierunek Biologia, I i II rok studiow magisterskich. Wykonywanie pracy
magisterskiej od 1.01.2011 do 1.11.2012 r. "Neutralizacja bakteriofagow przez
surowice 0sOb zdrowych i chorych z zakazeniami bakteryjnymi poddanych terapii
fagowej". Obrona pracy magisterskiej 19.11.2012.

2. Damian Juzyk, Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk Biologicznych, kierunek
Mikrobiologia, IV 1 V rok studiéw. Wykonywanie pracy magisterskiej od 1.10.2012 do
27.06.2014 r. "Badania inaktywacji bakteriofagéw przez surowice chorych poddanych
terapii fagowej oraz okreslenie specyficznosci przeciwcial antyfagowych". Obrona
pracy magisterskiej 27.06.2014.

3. Kinga Walaszek, Politechnika Wroctawska, Wydzial Chemiczny, IV 1 V rok
Biotechnologii, (praca magisterska lata 2015-2016). ,,Badania neutralizacji wybranych
bakteriofagow przez surowice chorych poddanych fagoterapii” (Research on
neutralization of selected bacteriophages by sera of patients receiving phage therapy).
Obrona pracy magisterskiej 04.07.2016.

Opiekun pracy inzynierskiej

1. Patrycja Smok, Politechnika Wroctawska, Wydzial Chemiczny, kierunek
Biotechnologia, II i III rok. Wykonywanie projektu inzynierskiego od 10.02.2012 do
8.01.2013 r. "Badania obecno$ci przeciwciat antyfagowych w surowicy chorych
poddanych fagoterapii" (Examination of the presence of phage antibodies in patients’
serum during phage treatment). Egzamin: 11.01.2013.
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Podsumowanie. M6j dorobek naukowy obejmuje wspodtautorstwo w 52 pracach (23 oryginalne
i 29 pogladowe), w tym 43 angloj¢zycznych. Pierwszym autorem bylam w 7 pracach
oryginalnych i 6 pracach pogladowych. Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora bytam
wspotautorem w 21 pracach oryginalnych i 29 pracach pogladowych. Laczny IF po uzyskaniu
stopnia doktora prac oryginalnych wynosi 26,61 a prac pogladowych 80,381 czyli tgcznie
106,991. Laczna liczba punktéw MNiSW po uzyskaniu stopnia doktora prac oryginalnych
wynosi 319 a prac pogladowych 1035 czyli tacznie 1354 punktow. W bazie Scopus znajduje
si¢ 38 prac, ktore byly cytowane 1135 razy a wylaczajac autocytowania 1048 razy, w bazie
Web of Science 35 prac, cytowanych 1081 razy (991 bez autocytowan). M6j indeks Hirscha
wynosi zgodnie z bazg Scopus: 17, zgodnie z bazg Web of Science: 18. Laczny IF pigciu prac
objetych rozprawg habilitacyjng wynosi 10,811, taczna ilos¢ pkt. MNiSW wynosi 205 i taczna
ilo$¢ cytowan wynosi 215 — zgodnie z baza Scopus (214 zgodnie z Web of Science). Jedna z
prac oryginalnych obje¢ta rozprawa habilitacyjng zostata wyrdzniona przez Dyrektora 1ITD w
dniu 15.10.2020 za najwyzsza liczbe cytowan (28 cytowan) w latach 2017-2019 (Antiphage
activity of sera during phage therapy in relation to its outcome. Future Microbiol. 2017, 12,
109-117). Wedtug Scopus z dnia 23.05.2022 praca ta uzyskata 48 cytowan, wedtug Web of
Science 49 cytowan.

Na dorobek naukowy sktada si¢ rowniez 19 komunikatow zjazdowych krajowych
w formie plakatow i 35 komunikatéw zjazdowych zagranicznych w formie plakatow oraz
2 referaty ustne na konferencjach naukowych krajowych. Bytam wykonawca w 11 grantach
w tym granty KBN, NCBIR, POIG, BINWIT w latach 1998-2021. Bratam udziat
w 2 wyktadach i 7 pokazach Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki w latach 2001-2010. 11 os6b
z wroctawskich uczelni odbyto pod moim kierunkiem praktyki studenckie w latach 2005-2019.
Bylam opiekunem 3 prac magisterskich i1 1 pracy inzynierskiej w latach 2011-2016. Bratam
udziat w 1 migdzynarodowym zgtoszeniu patentowym i 2 krajowych zgloszeniach patentowych
w latach 2002-2019. Otrzymatam 4 nagrody, w tym:

1. Nagroda National Geographic dla zespolu naukowego Laboratorium Bakteriofagowego
IITD PAN: Travelery 2007 - Naukowe Odkrycie Roku - "Unikalna eksperymentalna
terapia wirusami bakteryjnymi (bakteriofagami)”.

2. Zespotowa Nagroda Dyrektora IITD PAN za opublikowanie pracy przegladowe;j
0 najwyzszym wspotczynniku wptywu (IF). Gorski A., Jonczyk-Matysiak E., Lusiak-
Szelachowska M., Mig¢dzybrodzki R., Weber-Dabrowska B., Borysowski J. The
potential of phage therapy in sepsis. Front. Immunol. 2017, 8, 1783. IF 5,511.
Otrzymana nagroda 11.10.2018.

3. Zespotowa Nagroda Dyrektora IITD PAN za opublikowanie w latach 2017-2019 pracy
przegladowej o najwyzszej liczbie cytowan. Gorski A., Dabrowska K., Migdzybrodzki
R.,  Weber-Dgbrowska  B.,  Lusiak-Szelachowska M., Jonczyk-Matysiak
E., Borysowski J.: Phages and immunomodulation. Future Microbiol. 2017, 12(10),
905-914 (50 cytowan). Otrzymana nagroda 15.10.2020.

4. Zespotowa Nagroda Dyrektora IITD PAN za opublikowanie w latach 2017-2019 pracy
oryginalnej o najwyzszej liczbie cytowan. Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M.,
Weber-Dabrowska B., Miedzybrodzki R., Letkiewicz S., Fortuna W., Rogodz
P., Szufnarowski K., Jonczyk-Matysiak E., Olchawa E., Walaszek K.M., Gorski
A.:Antiphage activity of sera during phage therapy in relation to its outcome. Future
Microbiol. 2017, 12, 109-117 (28 cytowan). Otrzymana nagroda 15.10.2020.
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1los¢ cytowan zgodnie z bazami Scopus i Web of Science — stan na dzien 23.05.2022.
Index Hirscha — 17 (Scopus), 18 (Web of Science) — stan na dzien 23.05.2022.

IF zgodnie z rokiem opublikowania.

Liczba punktow MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania.

a) Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Przed uzyskaniem stopnia doktora zajmowatam si¢ badaniami nad zdolnos$cig komorek
krwi obwodowej pacjentow z kila do wytwarzania niektorych cytokin w Zaktadzie
Immunologii Chorob Zakaznych, Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej IITD. Kierownikiem
prac byta doc. dr hab. Jadwiga Podwinska. Badania wykonywano we wspotpracy z Katedrg
i Klinikg Dermatologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Badania te wykazaty, ze
antygen T. pallidum jest lepszym anizeli ConA stymulatorem odpowiedzi typu komorkowego.
Komorki stymulowane in vitro antygenem T. pallidum w kile I okresu surowiczoujemnej byty
zdolne do sekrecji IL-2, IFN, TNF (cytokiny wytwarzane przez limfocyty Th1), IL-10 (cytokina
wytwarzana przez limfocyty Th2) i IL-12 (cytokina wytwarzana przez makrofagi) i stabo IL-6
(cytokina wytwarzana przez limfocyty Th2) i MIF (prace oryginalne opublikowano po obronie
doktoratu: FEMS Immunol. Med. Microbiol. 2000; Przegl. Dermatol. 2001). Najwigksza
zdolnos¢ do syntezy cytokin z wyjatkiem IL-10 i IL-6 stwierdzono w badaniach in vitro i in vivo
w kile | okresu surowiczododatniej. Wyniki te wskazuja, ze w tym okresie kity najsilniej
wytwarzane sg cytokiny przez limfocyty Thl. Cytokiny wytwarzane przez limfocyty Th1 biorg
udzial w odpornosci przeciwkitlowej w kile I 1 II okresu, gdzie obserwuje si¢ spontaniczne
znikanie wykwitow kitowych. Wykazano, ze w niektorych stadiach kily wysokiemu
poziomowi cytokin wytwarzanych przez limfocyty Th2 towarzyszy obnizony poziom cytokin
wytwarzanych przez limfocyty Thl i odwrotnie. IL-10 nie miata wptywu na zdolno$¢ komorek
do wytwarzania IL-6 i do wytwarzania MIF-u w poznych stadiach kity.

Wykazano rowniez, ze komorki pacjentow kitowych maja zdolno$¢ do wydzielania
tlenku azotu niszczacego sfagocytowane bakterie (prace oryginalng opublikowano przed
obrong doktoratu: Postepy Dermatol. 1999). Jego poziom in vitro i in vivo byt obnizony, gdy
poziom IL-10 byt wysoki. Wykazano rowniez, ze krazace kompleksy immunologiczne (KKI)
zawierajace IgG hamuja zdolno$¢ komorek do wytwarzania IL-2, IFN, TNF i MIF oraz in vivo
tlenku azotu. KKI zawierajace IgM stymulowaty zdolnos¢ do sekrecji cytokin.

Ponadto obnizona zdolno$¢ do sekrecji cytokin przez komorki Th1 zwlaszecza w péZznych
stadiach kity moze by¢ zalezna od obnizenia odsetka komorek z receptorami CD4 1 CDS oraz
poziomu rozpuszczalnych receptorow dla IL-2, podczas gdy odsetek limfocytow z receptorami
CD25 (dla IL-2) jest stosunkowo wysoki. Wysoki odsetek komorek z receptorami CD25 i niski
poziom rozpuszczalnych receptorow dla IL-2 jak réwniez obnizony odsetek komorek
z receptorami CD4 1 CD8 w kile utajonej wczesnej sugeruje mozliwos$¢ zastosowania w tym
stadium kily immunoterapii za pomoca IL-2. Trudnosci w leczeniu kily pdznej moga by¢
zwigzane z obnizeniem odsetka limfocytow z receptorami CD4 1 CD8, hamowaniem poziomu
cytokin wydzielanych przez komorki Thl przez IL-10 oraz tworzeniem si¢ KKI zawierajacych
lgG.

b) Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Badaniami dotyczacymi oddzialywania bakteriofagow z ukladem immunologicznym
oraz obecnosci fagow w organizmie i charakterystyki fagéw zajmowatam od 2000 roku
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w Laboratorium Bakteriofagowym IITD kierowanym przez prof. dr hab. n. med. Andrzeja
Gorskiego.

Kierunek badawczy dotyczacy aktywnosci antyfagowej surowic chorych poddanych
terapii fagowej przedstawiony zostal w cyklu publikacji naukowych jako proponowana
rozprawa habilitacyjna i zostat opisany w pkt. 4 tego autoreferatu.

Ten kierunek badawczy jest nadal kontynuowany a metoda neutralizacji fagow jest
praktycznie wykorzystywana do monitorowania wystgpowania neutralizujacych przeciwciat
antyfagowych w surowicach pacjentéw poddanych terapii fagowej w Osrodku Terapii Fagowej
IITD w celu ustalenia znaczenia w terapii. Planuje si¢ poszerzenie grup chorych z réznymi
schorzeniami (w tym zakazenia kos$ci, zakazenia skory czy zakazenia drog oddechowych)
poddanych terapii fagowej doustnej lub miejscowej i analize aktywnosci antyfagowej surowic
dla kazdej grupy chorych oddzielnie. Rozszerzana bedzie tez analiza dla grupy chorych z
zakazeniami drog moczowo-piciowych stosujacy fagi doustnie, dopecherzowo lub
doodbytniczo. Uwazam, ze badania poziomu przeciwcial antyfagowych w surowicach w
trakcie terapii fagowej powinny znajdowac szersze zastosowanie w planowanych badaniach
klinicznych jak rowniez u kazdego pacjenta stosujacego fagi w terapii.

Oprocz tego cyklu badawczego po uzyskaniu stopnia doktora zajmowatam si¢ rowniez
badaniami obecnosci fagéw E. coli w kale ludzi zdrowych i pacjentow z chorobami przewodu
pokarmowego (polipy jelit, choroba Le$niowskiego-Crohna, wrzodziejace zapalenie jelita
grubego, rak jelita grubego) we wspotpracy z Klinikg Gastroenterologii i Hepatologii
Wroctawskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz z Klinika Gastroenterologii
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w Warszawie. Badania wykazaty nizsza czestos¢
wystepowania fagow E. coli u chorych w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Miano fagéw
E. coli bylo wyzsze u chorych w porownaniu z osobami zdrowymi. Wyniki sugeruja, Zze moga
istnie¢ zalezno$ci pomiedzy obecnosciag fagow w przewodzie pokarmowym czlowieka
i niektorymi jego chorobami (Gastroenterol. Pol. 2008). Dwie prace pogladowe (Gut Pathog.
2017; Microorganisms 2020), w ktorych jestem pierwszym autorem i pierwszym wspotautorem
wniosty wklad w wyjasnienie znaczenia fagow w ludzkim organizmie. Znaczenie fagow
w regulacji populacji bakteryjnej w jelicie ludzi i rol¢ immunomodulacyjna w jelicie ludzi
przedstawiono w pracy pogladowej (Gut Pathog. 2017). Podkreslono w pracy pogladowe;j, ze
fagi moga réwniez wywiera¢ korzystny wplyw w transplantacji mikroorganizméw katowych
(Microorganisms 2020). Wiekszos¢ fagow w organizmie ma charakter tagodny, dlatego ich
efekt terapeutyczny jest niejasny. Zacytowano istotng prace dotyczaca badan klinicznych, ktore
wykazaty bezpieczenstwo stosowania fagdéw litycznych w zaburzeniach jelitowych
(Microorganisms 2020).

Kolejnym kierunkiem badan byla ocena wptywu czynnikow fizyko-chemicznych na
aktywnos$¢ niektorych fagow. W ramach grantu POIG 01.03.01-02-003/08-00 "Optymalizacja
charakterystyki i przygotowania preparatow fagowych do celéw terapeutycznych" okres
realizacji grantu: 1.01.2009-30.06.2013 wykonatam m.in. badania charakterystyki 10 fagoéw
Stenotrophomonas maltophilia i 10 fagow Citrobacter freundii, ktorych wyniki przedstawiono
na dwoch konferencjach (Weber-Dabrowska B., Lusiak-Szelachowska M., Kassner J. i wsp.
The biology and morphology of Stenotrophomonas maltophilia bacteriophages from the IIET
phage collection. Congress Viruses of Microbes. 21-25.06.2010., Paryz; Weber-Dabrowska B.,
Lusiak-Szelachowska M., Miedzybrodzki R. i wsp. The biology and morphology of Citrobacter
freundii bacteriophages from the IIET phage collection. The First International Oxford
Bacteriophage Conference, Phages 2011. 19-21.09.2011., Oxford). Badano wptyw temp. 60°C
przez 10 min. na aktywnos¢ fagow, wplyw chloroformu przez 2 godz. 1 24 godz. w temperaturze
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pokojowej i wptyw pH 4, 5, 6 1 8 przez | godz. i 5 godz. w temperaturze pokojowej na
aktywnos¢ fagow. Badano rowniez stopien adsorpeji fagéw do komorek bakteryjnych .

Aktywnos$¢ 10 fagdow S. maltophilia obnizyta si¢ o pot rzedu do 1 rzedu w temp. 60°C
przez 10 min. i pod wplywem chloroformu przez 2 godz. i 24 godz. Aktywnos¢ 10 fagow
S. maltophilia obnizyta si¢ o pot rzedu do | rzedu w pH 5, 6 1 8 przez 1 godz. i 5 godz.
z wyjatkiem 5 fagow, ktorych aktywnos¢ nie zmienita si¢ w pH 5 1 6 przez | godz. Najwigksze
obnizenie aktywnosci o 2-4 rzedow 5 fagéw S. maltophilia obserwowano w pH 4 przez 5 godz.
Fagi Stenotrophomonas adsorbowaty si¢ do komorek bakteryjnych odpowiednio w wysokim
stopniu 67,5%; 76,1%; 84,3% po 40 min, 1 godz. i po 1,5 godz. inkubacji.

Temp. 60°C przez 10 min. obnizyla aktywno$¢ fagow C. freundii o 2,5-7 rzeddw.
Chloroform obnizyt miano fagéw o pét rzedu do 1 rzedu. Najwieksze obnizenie miana fagéw
Citrobacter o 1-8 rzgdéw wykryto w pH 4 przez 1 godz. i przez 5 godz. dla 5-7 fagéw. Fagi
Citrobacter adsorbowatly si¢ do komoérek bakteryjnych odpowiednio w wysokim stopniu
76,5%; 81,5% po 15 min. i 30 min. inkubacji. Aktywnos$¢ fagow Stenotrophomonas byta
stabilna w temp. 60°C przez 10 min. i pod wptywem chloroformu oraz w pH 5, 6, i 8, podczas
gdy aktywno$¢ fagow Citrobacter byta stabilna pod wptywem chloroformu i w pH 5, 6 1 8.
Najwieksze obnizenia aktywnosci fagdw Stenotrophomonas i fagéw Citrobacter obserwowano
w pH 4. Badania dotyczace wpltywu czynnikéw fizyko-chemicznych na aktywno$¢ innych
rodzajow fagéw sg kontynuowane.

W ostatnim czasie bratam udziat w przygotowywaniu trzech prac pogladowych jako
pierwszy autor i pierwszy wspofautor. Jedna praca (,,Bacteriophages and lysins in biofilm
control”, Virol. Sin. 2020) dotyczy znaczenia fagéw i lizyn w usuwaniu biofilmu w badaniach
in vitro, in vivo w zakazeniach uktadu moczowego, zakazeniach ortopedycznych i zakazeniach
przyzgbia. Druga praca (“Anti-biofilm activity of bacteriophages and lysins in chronic
rhinosinusitis”, Acta Virol. 2021) wnosi wkiad w wyjasnienie roli fagow 1 lizyn
w eliminacji biofilmu w badaniach in vitro, in vivo w przewlektym zapaleniu zatok. Kolejna
praca (“Bacteriophages and antibiotic interactions in clinical practice: what we have
learned so far”, J. Biomed. Sci. 2022) dotyczy mozliwosci stosowania fagow i antybiotykéw w
terapii klinicznej. W pracy opisujemy mechanizmy synergii fagéow i antybiotykow.

....................................................................

Data (podpis wnioskodawcy)
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