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1. Imig i nazwisko: Ewa Jonczyk-Matysiak
(https://orcid.org/0000-0001-6963-1415)

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

czerwiec 2015: doktor nauk biologicznych (tytut rozprawy doktorskiej: Wplyw preparatow
bakteriofagowych na zdolnos¢ fagocytow do wewnatrzkomérkowego zabijania bakterii),
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polska Akademia Nauk
we Wroctawiu, promotor Prof. dr hab. med. Andrzej Goérski;

czerwiec 2007: magister biologii (tytul pracy magisterskiej: Transformacja drozdzowym
bankiem genéw mutantéw aci- Saccharomyces cerevisiae nalezacych do VIII grupy
komplementacyjnej), Wydziat Przyrodniczo-Techniczny, Uniwersytet Opolski, biologia,
studia magisterskie uzupelniajace promotor: dr hab. Maciej Wieczorek;

czerwiec 2005: Wydzial Przyrodniczo-Techniczny, Uniwersytet Opolski, biologia, studia
licencjackie (tytul pracy licencjackiej: Genetyka molekularna w sgdownictwie);

Wyksztalcenie uzupelniajace::

2316- 2017: studia podyplomowe: Badania kliniczne — metodologia, organizacja i zarzadzanie,
Medyczne Centrum Ksztalcenia podyplomowego Uniwersytetu Jagiellofiskiego;

2006-2008: studia podyplomowe z biotechnologii (tytul pracy dyplomowej: Metody
molekularne w analizie genéw) Wydziat Przyrodniczo-Techniczny, Uniwersytet Opolski.

Dyplomy kursow i szkolen:

18.03. 2021- szkolenie on-line: Korupcja w administracji publicznej;

21.03.2018: szkolenie: Efektywna komercjalizacja badan naukowych, Centrum Promocji
Informatyki, Warszawa;

10-11.06. 2017: Warsztaty praktyczne z zakresu zarzadzania projektem, Medyczne Centrum
Ksztalcenia podyplomowego Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow;

27-28.05. 2017: Warsztaty praktyczne z zakresu monitorowania badan klinicznych, Medyczne
Centrum Ksztalcenia podyplomowego Uniwersytetu Jagielloniskiego, Krakow;

16-20.11.2015: szkolenie Polskiego Towarzystwa Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych —
PolLASA, Wroctaw;

26-27.03.2014: kurs: Zastosowanie statystyki w badaniach medycznych. StatSoft Polska,
Wroclaw;

11.12.2013: szkolenie Praktyczne aspekty wdrozenia systemu Dobrej Praktyki Laboratoryjnej
(GLP). CE2 Centrum Edukacji, Wroctaw.
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3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.

pazdziernik 2016- obecnie: Samodzielne Laboratorium Bakteriofagowe IITD PAN we
Wroctawiu, (od czerwca 2021 Laboratorium Bakteriofagowe, Zaklad Terapii Fagowej),
adiunkt.

styczen 2016 - wrzesien 2016: Samodzielne Laboratorium Bakteriofagowe IITD PAN we
Wroclawiu, specjalista biotechnolog.

luty 2009 - grudzien 2015: Samodzielne Laboratorium Bakteriofagowe IITD PAN
we Wroctawiu, wykonawca w projektach badawczych realizowanych przez Laboratorium.

4. Osiggnieciem w mys$l ustawy (art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z p6zn. zm.)) jest wskazany ponizej
cykl publikacji powigzanych tematycznie dolgczony do dokumentacji jako zalacznik 3 i
zatytulowany:

Izolacja fagéw do celow terapeutycznych oraz okreslenie wplywu czynnikéw
zewnetrznych na ich aktywnos$¢ lityczng

W dobie kryzysu antybiotykoterapii spowodowanego rozprzestrzenianiem si¢ wsrod
bakterii opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe oraz szerzenia si¢ nawracajacych infekc;ji
bakteryjnych (m.in. dr6g moczowych) stanowigcych coraz powazniejszy problem spoleczny i
medyczny, izolacja i kompleksowa charakterystyka fagow o potencjalnym zastosowaniu
terapeutycznym stanowi obiecujacg perspektywe, a czasem nawet jedyny dostepny sposob na
zwalczanie tych zakazen. Problem ten dotyczy gléwnie przewlekle chorych, niejednokrotnie
0sob z niedoborami odpornosci, u ktoérych antybiotykoterapia okazata si¢ nieskuteczna. Co
wigcej, ostatnie dane opublikowane przez amerykanskie Centrum ds. Zwalczania i
Zapobiegania Chorobom (ang. Centers for Disease Control and Prevention, CDC) wskazuja na
wzrost liczby (miedzy 2019 a 2020 r.) infekcji wywolywanych przez antybiotykooporne
szczepy bakteryjne, w tym az o 78% wzrost zakazen, ktérych przyczyn¢ stanowig oporne na
karbapenemy szczepy Acinetobacter baumannii (Kuehn, 2022). Powoduje to, ze badania nad
wirusami bakteryjnymi (bakteriofagami, fagami) i terapig fagowa znalazly si¢ w centrum
zainteresowania nauki i medycyny w ciggu ostatnich lat majgc wielki potencjat aplikacyjny.
Wprawdzie terapia ta ma status terapii eksperymentalnej, zastosowanie fagéw w leczeniu na
obecnym etapie lub w perspektywie wprowadzenia preparatéow fagowych do powszechnego
obrotu, wigze si¢ nie tylko z kwestig ich skutecznosci i bezpieczenstwa, ale przede wszystkim
ze zdolno$cig fagéw zawartych w preparacie do zachowania aktywnosci litycznej zarowno
podczas jego przechowywania, jak i po podaniu (tzn. w miejscu infekcji).
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Z uwagi na fakt, ze fagi infekujg i niszczg komorki swoistych bakterii, moga one by¢
wykorzystane w celowanej terapii antybakteryjnej. Postep wiedzy na temat genomiki fagow,
immunobiologii i terapii eksperymentalnej zwierzat i ludzi sugeruje, ze fagi mogg znalez¢
zastosowanie w terapii w najblizszym okresie czasu. Stad wynika moje zainteresowanie
pozyskiwaniem bakteriofagdw do celow terapeutycznych i przeanalizowaniem mozliwie jak
najwigkszej liczby czynnikéw, ktére moga przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia skutecznosci
terapeutycznej fagow.

Wybrane prace stanowig powiazany tematycznie cykl publikacji poswigconych
zagadnieniu pozyskiwania i charakterystyki bakteriofagéw do celéw terapeutycznych ze
szczegblnym uwzglednieniem wplywu czynnikow zewnetrznych ($rodowiskowych,
fizjologicznych) na zdolno$¢ fagéw do zachowania ich aktywnosci lityczne;.

W ponizszej pracy przegladowej, stanowiacej pozycj¢ nr 1 cyklu, podsumowalismy dost¢pne
praktyczne informacje mogace utatwic¢ pozyskiwanie fagéw do celow terapeutycznych.

Weber-Dgbrowska B., Jonczyk-Matysiak E., Zaczek M., Lobocka M., Lusiak-Szelachowska
M., Gérski A. Bacteriophage procurement for therapeutic purposes. Front. Microbiol. 2016
Aug 12;7:1177; doi:10.3389/fmicb.2016.01177. IF: 4,076 (35 pkt MNiSW). Laczna liczba
cytowan wedtug Web of science: 78 (28.07.2022). Laczna liczba cytowan wedtug Scopus: 94
(29.07.2022). Merytoryczny wkiad w prace polegal na opracowaniu koncepcji pracy,

wiodagcym udziale w przygotowaniu manuskryptu i poprawek sugerowanych przez
recenzentow.

W szczegdlnosci wskazano, ze pomimo wszechobecnosci fagéw w $rodowisku, ich izolacja
moze powodowa¢ trudnodci, a samo jej powodzenie nie oznacza jeszcze mozliwosci ich
wykorzystania jako $rodka terapeutycznego. Specyfika probki (zrodlo pochodzenia, stan
skupienia, konieczno$¢ wstepnego przygotowania probki), w ktorej poszukujemy fagéw oraz
wymagania zyciowe szczepu gospodarza (temperatura inkubacji, sktad podtoza hodowlanego,
dodatek jonéw) majg tu kluczowe znaczenie, nie mniejsze niz dobor metody izolacji. Ten
ostatni aspekt zwigzany jest z czuloscig i dokladnoscig pozwalajacg na wykrycie nawet
pojedynczych czastek fagowych w jak najmniejszej objetosci badanej probki. Dost¢pne dane
literaturowe wskazujg, ze metoda izolacji powinna by¢ dostosowana indywidualnie, co wigce;j,
w celu zwiekszenia prawdopodobiefistwa wykrycia fagow w probce wykorzystuje si¢ kilka
metod (np. metode typowania fagowego, metod¢ hodowli wzbogaconej 1 metodg
kolorymetryczng) przy jednoczesnym zastosowaniu probek wyjsciowych (nieinkubowanych),
inkubowanych oraz zageszczonych z wykorzystaniem mozliwie jak najwigkszej objetosci
prébki. Jako rozwigzanie zwigkszajace prawdopodobienstwo wykrycia czastek fagowych w jak
najmniejszej objetosci probki, zapewniajace jednoczes$nie oceng wrazliwosci jak najwigkszej
liczby szczepdw bakteryjnych wskazywana jest metoda kolorymetryczna (Fisher i wsp., 2013).
Na podstawie zebranej literatury wskazujemy, ze najlepszym zrodtem fagéw do izolacji sa
$cieki, glownie pochodzenia szpitalnego. Uwaza si¢, ze probki w formie plynnej stuzace do
poszukiwania w nich fagéw sg tatwiejsze do przebadania. W przypadku trudnosci z izolacja
fagow lub gdy obserwowane tysinki sg bardzo mate zaleca si¢ zastosowanie subletalnych st¢zen
antybiotykéw lub innych suplementéw do podloza hodowlanego. Sugerujemy, ze w celu
poszerzenia spektrum litycznego fagéw (mozliwe zjawisko synergizmu migdzy fagami w
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preparacie), jak i ograniczenia mozliwos$ci nabycia przez bakterie opornosci na stosowany
preparat fagowy, powinny by¢ stosowane koktajle fagowe. Mozna tez zaobserwowaé, ze nowo
izolowane szczepy bakteryjne sg mniej wrazliwe na fagi wczesniej wyizolowane, co moze
wynika¢ z faktu, Zze szczepy bakteryjne mutujg. Sposobem na zminimalizowanie tego problemu
moze rowniez by¢ zastosowanie koktajli fagowych. Celem zapewnienia bezpieczenstwa fagow
przeznaczonych do terapii oraz uniknigcia mozliwosci inkorporacji do genomu fagowego
niebezpiecznych genéw pochodzenia bakteryjnego, zaleca sie¢ uzycie do amplifikacji fagéw
niepatogennych szczepdw gospodarzy pozbawionych profagéw oraz innych mobilnych
elementéw genomu. Z uwagi na to, ze fagi zawierajg biatka, moga by¢ one niestabilne w
roztworach wodnych i z tego powodu konieczne jest dostosowanie metody przechowywania do
ich indywidualnych wtasciwosci. Chodzilo tu o zwrdcenie uwagi na konieczno$é¢ dodania
substancji chronigcych czastki fagowe przed inaktywacjg (m.in. w procesie liofilizacji lub
kapsulkowania), ktore poprawiajg stabilnos¢ fagéw. Jak sugerujg dostgpne dane literaturowe
przechowywanie fagéw w niskiej temperaturze lub liofilizacja sg skutecznymi metodami, ktore
pozwalaja im na dlugotrwate zachowanie ich aktywnosci.

Poszerzenie naszej wiedzy na temat biologii fagéw, ich indywidualnych wiasciwosci i
stabilnosci w réznych formach dostepnych preparatéw przybliza perspektywe skutecznego
zastosowania fagow jako srodka terapeutycznego. Preparaty fagowe przeznaczone do leczenia
infekcji u ludzi powinny by¢ bezpieczne, sterylne i pozbawione endotoksyn, a przy tym
wykazywa¢ wysokie miano, ktére zapewni im skutecznos$¢. Dane literaturowe wskazujg, ze
terapia fagowa jest wolna od powaznych skutkow ubocznych takze u chorych o obnizone;j
odpornosci (Migdzybrodzki i wsp., 2012; Borysowski i Gorski 2008). Fagi przeznaczone do
celéw terapeutycznych powinny by¢ takze scharakteryzowane genetycznie, poniewaz tylko
taka analiza potwierdza potencjalne bezpieczefistwo dajac mozliwo$¢ oceny, czy fag jest
lityczny i czy nie posiada w genomie sekwencji kodujgcych niebezpieczne geny (integraz,
opornosci na antybiotyki, toksyn) (Suh i wsp., 2021).

Liczba naturalnie wystgpujacych fagow jest praktycznie nieograniczona, bakterie
ewoluuja i wytwarzaja coraz to nowe, bardziej skomplikowane mechanizmy opornosci na
antybiotyki, dlatego tez istnieje ciggla potrzeba prowadzenia badan oraz pozyskiwania danych
przedklinicznych na temat nowych fagéw w celu oceny ich skutecznosci i bezpieczenstwa,
zardwno in vitro, jak i in vivo.

W ponizszej pracy przegladowej, stanowigcej pozycje mr 2 cyklu prac powigzanych
tematycznie, zebralam i podsumowatam praktyczne aspekty dotyczace czynnikéw dziatajacych
na fagi, tym razem zaréwno na etapie przygotowania preparatow fagowych, jak i ich aplikacji

Jonczyk-Matysiak E., Lodej N., Kula D., Owczarek B., Orwat F., Miedzybrodzki R., Neuberg
J., Baginiska N., Weber-Dabrowska B., Gorski A. Factors influencing phage stability/activity-
challenges in practical phage application Expert Rev Anti Infect Ther. 2019 Aug;17(8): 583-
606; doi: 10.1080/14787210.2019.1646126. IF: 3,767 (100 pkt MNiISW) (autor
korespondencyjny). Laczna liczba cytowan wedtug Web of science: 27 (28.07.2022). Laczna
liczba cytowan wedtug Scopus: 28 (29.07.2022). Merytoryczny wkiad w prace polegal na tym,
ze bylam pomyslodawca koncepcji pracy, mialam wiodacy udzial w przygotowaniu
manuskryptu oraz poprawek sugerowanych przez recenzentow.
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Struktura, rozmiar i farmakokinetyka fagéw réznig si¢ od tradycyjnych lekéw
przeciwbakteryjnych (ktorych czasteczki s3 mniejsze i farmakokinetyka dobrze opisana).
Pomimo postepu w badaniach nad fagami nasza wiedza jest nadal niewystarczajagca. Oméwione
w pracy czynniki determinujace aktywnos¢ i stabilno$¢ fagéw, sa istotne z punktu widzenia
przygotowania i zastosowania preparatow fagowych o mozliwie najwyzszej skutecznosci
terapeutyczne;j.

Jak wskazuje literatura, aktywnos$¢, a tym samym skutecznos¢ fagéw moga ksztattowac
dzialajgce na nie czynniki fizykochemiczne, przechowywanie, indywidualne wymagania
gospodarza, wlasciwosci biologiczne (kinetyka infekcji fagiem: czas i stopien adsorpcji, okres
latencji, plon faga — znajomos¢ ich jest kluczowa z punktu widzenia efektywnej amplifikacji
kazdego faga, a tym samym przygotowania preparatu fagowego), a takze skiad samego
preparatu fagowego, jego miano, droga podania faga, forma preparatu oraz zdolnos$¢ faga do
penetracji i osiggniecia wysokiego miana w miejscu spodziewanego dzialania (miejscu
infekcji).

Temperatura i zakwaszenie S$rodowiska to najwazniejsze czynniki limitujace
wystepowanie bakterii i z tego wzgledu czynniki te wplywajg roéwniez na aktywnos¢
bakteriofagéw. Proces przygotowania preparatow fagowych powinien wyklucza¢ mozliwosci
wystepowania jakichkolwiek zanieczyszczen w skladzie preparatu oraz inaktywacje czastek
fagowych w nim zawartych. Powinien on by¢ przeprowadzony w zoptymalizowanych
warunkach (temperatury, pH, wytrzasania z uwzglednieniem dodatku do podtoza substancji
umozliwiajgcych osiagniecie wysokiego miana, np. dodatku jonéw). W przygotowaniu
preparatow fagowych po etapie amplifikacji i osiagnigciu wzglednie wysokiego miana fagoéw,
proces  oczyszczania (minimalizujagcy  prawdopodobienstwo  wystapienia  reakcji
anafilaktycznej), w zaleznosci od wybranej metody (dostosowanej do danego faga) moze
wigzac si¢ takze z narazeniem fagdéw na czynniki inaktywujace. Ultrawirowanie, zastosowanie
chloroformu oraz obecno$¢ soli w trakcie tadowania probki na kolumne, a takze adsorpcja
czgstek fagowych do zloza w kolumnie chromatograficznej moze przyczyni¢ si¢ do
zmniejszenia aktywnosci fagdéw, a co za tym idzie obnizenia ich miana w otrzymanym finalnie
preparacie oczyszczonym. Z tego powodu istotna jest znajomos$¢ wrazliwosci fagéw na
czynniki towarzyszace konkretnej procedurze.

Sklad i forma ostatecznego preparatu przeznaczonego do zastosowania ma roéwniez
znaczenie. Dodatek fagéw do komercyjnie dostepnych produktéw, np. masci, powinien
uwzgledniaé mozliwe inaktywujace dziatanie na fagi skladnikéw tych masci (np. jonow,
substancji powierzchniowo czynnych, substancji o dzialaniu dezynfekujacym, alkoholu,
konserwant6w). Przyktadowo, z danych literaturowych wynika, ze kazdy fag charakteryzuje
sie inng wrazliwoscig na rozpuszczalniki organiczne i jest ona jednocze$nie uzalezniona od pH
$rodowiska. Wykorzystanie za$ zdolnosci fagéw do odwracalnej agregacji i wrazliwosci fagow
na ten proces moze mie¢ implikacje praktyczne np. w przypadku fagéw stosowanych
miejscowo. Wedlug danych literaturowych odpowiednia forma emulsji zapewnia ochrong
fagom przechowywanym nawet w temperaturze pokojowej.

Stabilno$¢ fagéw jest pojeciem trudnym do jednoznacznego zdefiniowania dla
wszystkich fagéw. Jak wspominano w poprzedniej pracy poz. nr 1 w cyklu, jest ona kwestig
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indywidualna, ale nalezy pamigtaé, ze oprécz dodatku substancji stabilizujgcych
przechowywany preparat, nalezy dodatkowo uwzgledni¢ warunki, takie, jak m.in. wilgotnos¢ i
dostep do $wiatta, ktére moga wptywaé na przechowywane fagi inaktywujaco. W zaleznosci
od sposobu podania preparatu powinny zosta¢ uwzglednione czynniki, ktére mogg dziata¢
inaktywujaco na fagi zaréwno jeszcze przed penetracja do miejsca zakazenia. Jedng ze
skutecznych mozliwosci zabezpieczenia fagéw przed dziataniem niekorzystnych czynnikow
(niskiego pH soku zotagdkowego, soli zétciowych) po podaniu doustnym jest kapsulkowanie.
Co ciekawe, kapsutkowane fagi charakteryzujg si¢ nie tylko wigksza odpornoscia na dzialanie
niekorzystnego pH w przewodzie pokarmowym, ale takze lepsza stabilnoscig podczas ich
przechowywania w niskich temperaturach. Rowniez podawanie $rodkéw zobojetniajgcych pH
zotadka, np. spozycie jogurtu moze chroni¢ fagi podane doustnie przed niszczeniem ich
struktury w kwasnym pH zotadka czy zasadowym soku jelitowym. Przy zastosowaniu fagéw
w formie aerozolu nalezy sprawdzi¢, czy przeznaczone do zastosowania fagi nie sg wrazliwe
na sam proces nebulizacji i czy nie powoduje on rozpadu czastek fagowych.

Jak wspomniatam powyzej wiriony fagowe w organizmie cztowieka eksponowane sg
na wiele czynnikéw jednocze$nie jak: kontakt z kwasnym pH w zotadku, sole kwasow
zékciowych, elementy odporno$ci wrodzonej, jak i nabytej m.in. fagocyty i przeciwciala, a
takze obecnos¢ toksycznego mocznika, ktére mogg powodowac utratg przez nie aktywnosci (co
jednoczesnie obniza ich skuteczno$¢ terapeutyczng). Nalezy zatem udoskonali¢ metody
podawania fagéw oraz forme¢ preparatow fagowych przeznaczonych do zastosowania, aby
zmniejszy¢é narazenie fagéw na dziatanie czynnikoéw destrukcyjnych, a jednoczesnie zapewni¢
osiagniecie mozliwie wysokiego miana w miejscu ich dziatania. Nowoczesne techniki biologii
molekularnej dajg mozliwos$¢ uzyskania fagow o zwigkszonej precyzji dostarczania oraz ich
aktywnosci przeciwbakteryjnej, mozliwe jest takze ksztattowanie spektrum litycznego fagow
w zaleznosci od potrzeb terapeutycznych.

Na aktywno$¢ zastosowanych fagéw moga mie¢ réwniez wplyw skladniki
spozywanego pokarmu (np. sok pomaraficzowy, miod, czy zielona herbata mogg dziata¢ na fagi
inaktywujaco). Takze przyjmowanie antybiotyk6w, w zaleznosci od rodzaju i dawki moze mie¢
rozny efekt na aktywnosé fagéw (Lusiak-Szelachowska i wsp., 2022).

W pracy wskazujemy réwniez, ze w pespektywie stosowania enzymow fagowych, m.in.
endolizyn (hydrolaz peptydoglikanu), wzigcie pod uwage czynnikéw zewngtrznych mogacych
spowodowaé ich inaktywacje (temperatura pH, stgzenie soli) jest rowniez kluczowe z punktu
widzenia zachowania ich aktywnosci przeciwbakteryjne;j.

Trudno uwzgledni¢ wszystkie mozliwe czynniki, ktére dzialaja na fagi zaréwno w
$rodowisku zewnetrznym, jak i w organizmie cziowieka; co wigcej nalezy pamigtaé, ze dziata
wiele czynnikéw jednoczes$nie (w warunkach laboratoryjnych nie jesteSmy w stanie stworzy¢
symulacji dzialania wszystkich jednoczesnie), ale znajomo$¢ mozliwego wplywu kazdego z
nich, moze choéby czgsciowo poméc w uzyskaniu oczekiwanego efektu terapeutycznego
fagow.

Bakteriofagi — jako potencjalna alternatywa dla antybiotykéw moga wspomagac
dziatanie uktadu odpornosciowego w eliminacji antybiotykoopornych patogenéw, bedacych
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czgsto przyczyna przewleklych, trudnych w leczeniu infekcji, totez okreslenie bezpieczenstwa
stosowania preparatow fagowych, ich wplywu na uklad odpornosciowy, jak i mozliwych
interakcji z jego skladnikami wydaje si¢ niezb¢dne do wyjasnienia.

Interakcje miedzy fagami a komérkami uktadu odpornosciowego ssakow wynikaja
przede wszystkim z immunogennych wiasciwosci fagéw (wytwarzanie swoistych przeciwciat
przez antygeny fagowe) oraz ich immunomodulujacyjnego dzialania na uktad odpornosciowy
ssakow (funkcja fagocytow — np. fagocytoza, wytwarzanie reaktywnych form tlenu lub
proliferacja limfocytéw T). Udowodniono, ze zaréwno u chorych, jak i zwierzat poddanych
terapii fagowej produkowane sg w odpowiedzi na fagi swoiste przeciwciata (Lusiak
Szelachowska i wsp.,2021; Hodyra -Stefaniak i wsp., 2020; Majewska i wsp., 2019). Takze
fagocyty jako gléwny element odpornosci wrodzonej eliminuja antygeny z wykorzystaniem
swoich ,,narzedzi” w postaci zardwno reaktywnych form tlenu, jak i enzyméw degradujacych
— zawartych w granulach. Postep wiedzy dotyczacy wplywu fagéw na czynnosci fagocytéw
jest niezbedny do oceny, w jaki sposob takie interakcje moga ksztaltowa¢ odpowiedz uktadu
odpornosciowego w przypadku infekcji bakteryjnej. Dane sugerujace, ze fagi nie ostabiaja
funkcji fagocytow sa szczegolnie istotne dla koncepcji i dalszego rozwoju terapii fagowe;,
zrozumienia roli fagdbw w przyrodzie i racjonalnego wykorzystania fagoterapii, moga takze
dostarczy¢ waznych informacji dotyczacych bezpieczenistwa terapii fagowej. Wigkszos¢
dotychczasowych badan w tym zakresie przeprowadzono in vitro lub na modelach zwierzgcych
i potrzebne s3 bardziej szczegétowe dane, zwlaszcza u ludzi.

Kompleksowa charakterystyka fagéw (struktury ich genomu, wiasciwosci
biologicznych oraz stabilnosci, potencjalnych oddziatywan z komoérkami eukariotycznymi)
daje mozliwos¢ oceny ich potencjatu terapeutycznego.

W pracy, stanowiacej pozycje nr 3 prezentowanego cyklu prac, przedstawilam wyniki badania
wplywu bakteriofagow na zdolnos¢ ludzkich fagocytow krwi obwodowej (neutrofili oraz
monocytow) do wewnatrzkomérkowego zabijania bakterii.

Jonczyk-Matysiak E., Lusiak-Szelachowska M., Klak M., Bubak B., Migdzybrodzki R.,
Weber-Dabrowska B., Zaczek M., Fortuna W., Rog6z P., Letkiewicz S., Szufnarowski K.,
Gorski A. (2015) The effect of bacteriophage preparations on intracellular killing of bacteria
by phagocytes. Journal of Inmunology Research. 482863, doi:10.1155/2015/482863. IF= 2,93
(autor korespondencyjny). Merytoryczny wkiad w prace polegat na opracowaniu koncepcji
pracy, analizie i interpretacji wynikoéw, wiodacym udziale w przygotowaniu manuskryptu oraz
poprawek sugerowanych przez recenzentéw. Praca prezentujaca czg¢$¢ wynikéw uzyskanych
podczas realizacji badan w ramach mojej pracy doktorskie;j.

Zaobserwowatam, ze juz sama przewlekla infekcja bakteryjna u chorych kwalifikowanych do
eksperymentalnej terapii fagowej powoduje obnizenie zdolnosci bakteriobojczych fagocytow.
Co istotne, stosowanie lizatow fagowych nie powoduje dalszego poglebienia tego deficytu.
Fagocyty krwi obwodowej chorych (neutrofile, monocyty we frakcji komérek
jednojadrzastych) przed terapia fagowa charakteryzowaly si¢ obnizonym zabijaniem
wewnatrzkomorkowym szczepdw patogennych (wyizolowanych od chorych): Escherichia
coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus oraz
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niepatogennego szczepu E. coli B (wykorzystanego w badaniach jako kontrola) w poréwnaniu
do zdolnosci do wewnatrzkomoérkowego zabijania bakterii charakteryzujacej fagocyty osob
zdrowych. Istotny wzrost wewnatrzkomoérkowego zabijania bakterii przez monocyty w trakcie
1 po terapii zaobserwowano w przypadku szczepu E. coli B u chorych, u ktérych uzyskano
dobrg odpowiedZ na terapi¢ fagowa (ocena skutecznosci terapii: A-C wedlug skali
zaproponowanej przez Migdzybrodzkiego i wsp., 2012) oraz u chorych ze zdiagnozowanym
zakazeniem ukladu moczowego (istotny wzrost aktywnosci bakteriobdjczej fagocytow po
terapii w poréwnaniu do wartosci wyjsciowej przed rozpoczeciem terapii). Potwierdzitam tym
samym, ze terapia fagowa nie wywiera negatywnego wplywu na wilasciwosci bakteriobojcze
fagocytow krwi obwodowej izolowanych od chorych leczonych fagami. Ponadto, stosowanie
terapii fagowej nie wywotywato takze wptywu na odsetek frakcji leukocytéw krwi obwodowe;j,
ocenianych w rozmazie (granulocyty o jadrze paleczkowatym, granulocyty o jadrze
segmentowanym, granulocyty kwasochtonne, ganulocyty zasadochionne, limfocyty,
monocyty), wigc prawdopodobnie nie wplywalo na mielopoeze. Nie stwierdzono takze
istotnego wplywu tej terapii na poziom markeréw zapalnych u pacjentow (OB, CRP), ktorzy
stosowali terapi¢ fagowa, co moze sugerowac, ze eksperymentalna terapia fagowa nie aktywuje
procesu zapalnego, a nawet moze powodowaé jego zlagodzenie. Uzyskane wyniki maja
znaczace implikacje praktyczne, potwierdzajac bezpieczne stosowanie preparatow fagowych,
zwlaszcza u chorych z pierwotnymi i wtérnymi niedoborami odpornosci. Wykazatam takze w
warunkach in vivo w mysim modelu zakazenia ukladu moczowego, ze zastosowaniu trzech
dawek lizatu fagowego aktywnego wobec E. faecalis moze podwyzsza¢ aktywnos¢
bakteriobdjczg mysich fagocytow sledziony (Gorski i wsp., 2018).

Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze fag gronkowcowy A3/R nie stymulowat
produkcji cytokin i reaktywnych form tlenu in vitro oraz nie wywolywat degranulacji neutrofili
(Borysowski i wsp., 2017), a co za tym idzie, badany fag nie wywolywat szkodliwej dla tkanek
nadmiernej reakcji zapalnej. Co wigcej, istnieje mozliwos¢ stymulacji pochlaniania bakterii
chorobotworczych, co moze poméc w opanowaniu infekcji nie tylko poprzez dziatanie
przeciwbakteryjne, ale takze w wyniku oddzialywania fagocytéw. Z uwagi na fakt
réznorodnosci fagéw (m.in. struktura genomu, morfologia, wlasciwosci) potrzebne sg dalsze
badania w tym zakresie, w szczegdlnos$ci uwzgledniajgce fagi przeznaczone do terapii, co
pozwoli na ocene ich wplyw na przebieg odpowiedzi zapalne;.

Istotnych informacji dotyczacych wpltywu czynnikéw fizjologicznych, jak i czynnikow
dzialajacych na fagi w warunkach przechowywania, zastosowanym preparacie, oraz w miejscu
ich oddzialywania dostarczyly badania opublikowane w ramach kolejnej pracy wlaczonej do
cyklu:

Jonczyk-Matysiak E, Owczarek B., PopielaE., Switata-Jeleri K., Migdat P., Cieslik M., Lode;j
N., Kula D., Neuberg J., Hodyra-Stefaniak K., Kaszowska M., Orwat F., Baginska N., Mucha
A., Belter A., Skupifiska M., Bubak B., Fortuna W., Letkiewicz S., Chorbinski P., Weber-
Dabrowska B., Roman A., Gorski A. Isolation and characterization of phages active against
Paenibacillus larvae causing American Foulbrood in honey bees in Poland. Viruses. 2021 Jun
23;13(7):1217; doi: 10.3390/v13071217. IF: 5818 (100 pkt MEIN) (autor
korespondencyjny). Merytoryczny wkiad w prace polegal na tym, ze bylam pomystodawca
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koncepcji projektu oraz koncepcji pracy (prezentujgcej wyniki projektu) planowaniu
eksperymentéw i analizie wynikow, miatam wiodacy udzial w przygotowaniu manuskryptu i
poprawek sugerowanych przez recenzentow.

Celem powyzszej pracy byla charakterystyka wyizolowanych fagéw swoistych wobec
szczepOw Paenibacillus larvae stanowigcych czynnik etiologiczny zgnilca amerykanskiego,
zakaznej i tatwo rozprzestrzeniajacej si¢ choroby wystepujacej u larw pszczét miodnych
(bakterie wywotujace zgnilca amerykanskiego produkuja formy przetrwalnikowe, ktére sg
odporne na niekorzystne warunki $rodowiska oraz $rodki dezynfekcyjne), a nastepnie
opracowanie preparatu do zapobiegania i leczenia tej groznej choroby.

Z przebadanego materiatu wyizolowano i scharakteryzowano pigé¢ fagéw specyficznych
dla Paenibacillus spp: Paenibacillus phage vB_PlaS-1/A, Paenibacillus phage vB_PlaS-1A,
Paenibacillus phage vB_PlaS-3/A, Paenibacillus phage vB_PlaS-4/A, Paenibacillus phage
vB_PlaS-5/A, oznaczonych symbolem 1-5/A. Charakterystyka ta zostala przeprowadzona w
celu okreslenia potencjatu litycznego tych fagéw, jak i skomponowania swoistego koktajlu
fagowego przeznaczonego do zastosowania u pszczél zainfekowanych zgnilcem
amerykanskim. Do izolacji uzyskanych 5 fagéw (spektrum lityczne 31-46%) postuzyty probki
biologiczne i srodowiskowe (gleba, woda, wosk, pszczoty, miéd) pozyskiwane z pasiek i ich
otoczenia, ktére byly nastgpnie zawieszane w plynnym podiozu hodowlanym i filtrowane z
wykorzystaniem filtréw bakteriologicznych. Otrzymane fagi wyizolowano od pszczét oraz z
wosku z wykorzystaniem metody ptytkowej (Slopek, 1983). Podczas etapu poszukiwania
fagéw zauwazylismy, ze szczepy Paeinbacillus larvae charakteryzuja si¢ powolnym wzrostem
na podiozu MYPGP (OIE, 2018) to stwarzalo mozliwos¢ wzrostu innych, konkurujacych i
bardziej ekspansywnych szczepow bakteryjnych, np. Escherichia coli w otrzymanym
materiale, przy braku wzrostu szczepéw P. larvae, a tym samym ograniczalo szanse izolacji
swoistych fagéw. Ponadto, szczepy gospodarzy dla fagéw zgnilcowych to szczepy
srodowiskowe o niestandardowych wymaganiach hodowlanych, konieczna byla wiec
optymalizacja procesu amplifikacji dla kazdego faga indywidualnie. W tym celu podjeto prébe
amplifikacji fagéw w hodowli plynnej z wykorzystaniem dwoch szczepéw. Szczepy
gospodarzy dla fagéw do hodowli mieszanych zostaly wybrane na podstawie dynamiki ich
wzrostu i wrazliwosci na wyizolowane fagi. Krzywe wzrostu wykre$lono mierzac gestosé
optyczng (OD) przy dlugosei fali A = 600 nm podczas hodowli szczepu bakteryjnego w
pozywce ptynnej MYPGP (34°C i 0 RPM./min). Wyniki pomiaréw pozwolily wyr6zni¢ dwie
grupy szczepéw, dla ktorych faza logarytmicznego wzrostu przypadata na 10-18 hi 22-35 h
hodowli. Pig¢ izolowanych bakteriofagéw zostalo poddanych amplifikacji tylko w hodowli
wzbogaconej. Przeprowadzenie optymalizacji amplifikacji badanych bakteriofagéw swoistych
do Paenibacillus pozwolito nam wykaza¢, ze w wigkszosci przypadkéw optymalny stosunek
faga do bakterii wynosit 1:100 lub 1:1000. Dla badanych fagéw najlepsze wyniki uzyskano w
warunkach: 34°C/0 RPM/18 godz.

Stabilno$¢ lizatéw fagowych, jak i oczyszczonych preparatow (fagi zawieszone w
buforze PBS i oczyszczone z wykorzystaniem chromatografii wykluczania przy uzyciu
kolumny Sepharose CL-4B, zawarto$¢ endotoksyn: 0,24-2,5 EU/mL) badano w trzech
temperaturach: 4 °C, temperaturze pokojowej (ok. 22 °C) i 35 °C (podobne do warunkéw
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panujacych w ulu) przez 147 dni. Stabilnos¢ koktajlu (1/A + 3/A) badano dalej w 22 °Ci4 °C
przez 254 dni.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw wskazuja, ze ro6znice w $redniej stabilnosci
fagobw podczas przechowywania zalezg zaréwno od temperatury, jak i formy preparatu
fagowego. Fagi w postaci lizatu i w preparatach oczyszczonych (z wyjatkiem faga 4/A)
przechowywane w 4 °C utrzymywaly swojg aktywnos¢ lityczng do 147 dnia eksperymentu.
Koktajl fagowy w temperaturze pokojowej charakteryzowat si¢ szybkim spadkiem miana. W
temperaturze pokojowej lizaty fagowe byly stabilne do dnia 68, z nieznacznym spadkiem miana
zaobserwowanym w 27. dniu, natomiast w 147. dniu w lizacie nie wykrywano juz aktywnych
czgstek fagowych. Z kolei w oczyszczonych preparatach zaobserwowano spadek miana
aktywnych czastek fagowych we wszystkich badanych temperaturach. W 27. i 68. dniu
eksperymentu nastapil spadek miana, zarowno dla temperatury pokojowej, jak i 4°C i byt on
na tym samym poziomie (~ spadek o dwa rzedy wielkosci). W dniu 147 preparat
przechowywany w temperaturze pokojowej catkowicie stracit swojg aktywno$¢, natomiast
mieszanina oczyszczonych fagéw przechowywana w 4 °C nie zmieniata swojej aktywnosci.
Preparat w temperaturze 35 °C nie wykazywatl juz aktywnych czastek fagowych do 27 dnia
eksperymentu. Uzyskane w publikacji wyniki wskazujg, ze dla badanych fagéw swoistych
wobec P. larvae najkorzystniejsza temperatura przechowywania to 4 °C; ponadto preparaty w
postaci lizatow dluzej zachowaly swoja aktywnos$é, co jest zwigzane ze sprzyjajacym
»Srodowiskiem” zawierajacym pozostatosci bakterii i pozywki hodowlanej (w tym
odpowiednie st¢zenia soli i innych sktadnikéw odzywczych). Udowodnitam w publikacji, ze
preparaty pozbawione endotoksyn -charakteryzowaly si¢ gorsza stabilnosciag podczas
przechowywania.

Jednym z celéow badawczych byl wybor bezpiecznego nosnika, ktorego dodatek nie
spowoduje utraty aktywnosci fagéw w preparatach przeznaczonych do podania pszczolom w
warunkach laboratoryjnych. Zbadano preparaty: P1 (1/A), P2 (3/A) i P3 (1/A + 3/A) z
dodatkiem m.in. 50% roztworu sacharozy, ktére przechowywano w temperaturze pokojowe;j i
w4 °C, w celu weryfikacji optymalnych warunkéw przechowywania preparatu przeznaczonego
do potencjalnego wykorzystania w przyszlosci w pasiekach. W temperaturze 4 °C dodatek
sacharozy pozwalal na utrzymanie aktywnosci fagéw nawet przez 8 miesiecy eksperymentu
(nastgpil spadek sredniego miana o okoto dwa rzedy wielkosci), w temperaturze pokojowej, po
3 miesigcach eksperymentu srednie miano badanych fagéw spadio. Preparat fagowy P3 o
stezeniu 10% zawieszony w 50% syropie cukrowym (miano w zakresie 10°-10° PFU/mL)
okazat si¢ najlepszym rozwiazaniem dla stabilnosci fagéw. Sacharoza to najpowszechniejszy i
(w momencie przeprowadzania eksperymentdw) najtafiszy cukier, czesto uzywany przez
pszczelarzy do karmienia pszczot i dobrze tolerowany przez te zwierzeta.

Sprawdzono réwniez wplyw 5% mleczka pszczelego (wykorzystywanego przez
pszczoly do karmienia larw) na aktywnos¢ fagow przez 12 dni w 4 °C. Nasze obserwacje
wskazujg, ze zmniejszylo si¢ Srednie miano wszystkich preparatéw fagowych zawieszonych w
mleczku pszczelim juz w pierwszym dniu eksperymentu (spadek o trzy rzedy wielkosci). Fagi
zawarte w preparacie z mleczkiem pszczelim ulegly inaktywacji z powodu jego skladu oraz
niskiego pH (Ribeiro i wsp., 2019). Uzyskane wyniki wskazuja, ze mleczko pszczele jest
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produktem, ktéry powoduje szybka inaktywacje fagéw i z tego wzgledu nie jest to odpowiedni
nosnik odpowiedni do stosowania w terapii fagowej. Obecno$é¢ produktéw pszczelich, m.in.
mleczka pszczelego, czy miodu w ulu, moga by¢ jedna z mozliwych przyczyn niepowodzenia
zastosowania fagéw u pszczot dziesigtkowanych przez zgnilca amerykanskiego.

Bakteriofagi to wirusy skiadajace si¢ z biatek i kwasow nukleinowych. Ze wzgledu na
to, ze wigkszos¢ bialek pozostaje bardziej stabilna w stanie stalym niz ciektym (Ohtake i wsp.
2011; Manohar i wsp., 2019). Manohar i wsp. (2019) wykazali, ze liofilizacja jest skuteczng
metoda zapewniajaca dtugotrwala stabilno$¢ fagom zawartym w preparatach jej poddanych.
Fagi mogg podlega¢ stresom fizycznym w roztworze wodnym (zawiesinom), takim jak zmiany
pH/temperatury, mieszanie i wystawienie na dziatanie $rodkéw denaturujacych, co moze
prowadzi¢ do agregacji i utraty ich aktywnosci. Celem zbadania zdolnosci do zachowania
stabilno$ci podczas diugotrwatego przechowywania fagéw P. larvae przeprowadzono ich
liofilizacjg. Jest to metoda powszechnie uznawana za skuteczng, Dodatkowo, istotng kwestiag
dla zachowania aktywnosci fagéw po procesie liofilizacji bylo znalezienie odpowiedniego
krioprotektanta. Wczesniejsze dane sugeruja, ze cukry sg dobrym wyborem ze wzgledu na to,
ze zabezpieczaja fagi podczas przechowywania (Manhor i wsp., 2019, Dini i wsp., 2013). W
naszych badaniach fagi poddano liofilizacji bez lub z dodatkiem krioprotektanta (cukru, ktéry
dodawano do 10% koncowej objetosci (wag./obj.). zamrozone w -80 °C probki poddano
liofilizacji przez 48 h w liofilizatorze Christ Alpha LS-4 (préznia 1,03 mbar) (zmodyfikowana
metoda opisana przez Manohara i wsp., 2019). Probki poddane liofilizacji byly nastepnie
badane w 40, 75, 100 i 125 dniu po liofilizacji. Preparaty fagowe bez krioprotektanta stracity
swojg aktywnos¢ 40 dnia eksperymentu. W 125. dniu $rednie miano faga wynosito 10 PFU/ml
dla 2/A, 98,25 x10° PFU/ml dla 1/A, 4 x10? PFU/ml dla 3/A, 1,2 x10° PFU/mL dla 5/A i 4
x10? PFU/mL dla 1/A + 3/A (spadek o cztery do pieciu rzedow wielkosci). Wsréd preparatow
z dodatkiem cukréw, najbardziej stabilne byly te z dodatkiem sacharozy. Najbardziej stabilny
okazal si¢ preparat zawierajacy faga 1/A i 3/A, w przypadku ktérego nie zaobserwowano
spadku $redniego miana po liofilizacji.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, Ze w przypadku badanych fagéw
najkorzystniejszg temperatura do przechowywania jest 4 °C, najkorzystniejszg zas formg
preparatu jest lizat. Przechowywanie preparatu z dodatkiem 50% sacharozy i liofilizacja z
dodatkiem sacharozy zapewnial preparatom fagowym stabilno§¢ w warunkach
przechowywania. Wstepne badania bezpieczenistwa na zdrowych pszczolach sugeruja, ze
podawany preparat fagowy (analiza genoméw wykazata, ze sg to fagi lagodne) jest
nieszkodliwy, a forma podania jest dobrze tolerowana przez te zwierzeta.

Badania nad nowymi fagami terapeutycznymi i ich zastosowaniem u ludzi stanowig
wazny aspekt rozwoju terapii fagowej w szczegélnosci w przypadku mozliwosci jej
zastosowania w leczeniu infekcji wywolanych przez patogeny nalezace do grupy ESKAPE. W
szczegOlnosci zainteresowalisSmy si¢ Enterobacter cloacae wywohlujagcym zakazenia szpitalne,
ktory moze stanowi¢ przyczyn¢ m.in. sepsy, zapalenia pluc, zakazenia ukladu moczowego
(glownie jako powikianie po cewnikowaniu) oraz zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych.

W ponizszej pracy Cieslik i wsp. (2022), stanowiacej poz. nr 5 prezentowanego cyklu, opisano
dwa fagi lityczne: Entb_43 (vB_EcIM-43) oraz Entb_45 (vB_EcIM-45) swoiste do Enterobater
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spp, izolowane z prébek wody (poddanych zageszczeniu 20 razy z wykorzystaniem filtracji
tangencjalnej).

Cieslik M., Harhala M., Orwat F., Dgbrowska K., Gorski A., Joniczyk-Matysiak E. Two newly
isolated Enterobacter-specific bacteriophages: biological properties and stability studies
Viruses. 2022 Jul 12; 14(7): 1518; doi: 10.3390/v14071518. IF 5,818 (100 pkt MEiN) (autor
korespondencyjny). Laczna liczba cytowan wedlug Web of science: 0. Merytoryczny wkiad
w prace polegal na opracowaniu koncepcji pracy, planowaniu eksperymentéw, analizie i
interpretacji uzyskanych wynikéw, udziale w przygotowaniu manuskryptu oraz poprawek
wedlug sugestii recenzentow.

Fag6éw poszukiwano metoda Slopka (1983). Wyizolowane fagi to miowirusy, ktore wykazuja
aktywnosé lityczng przeciwko wielolekoopornym klinicznym izolatom Enterobacter spp (E.
cloacae, E. hormaechei i E. kobei), na podstawie struktury genomow zostaty sklasyfikowane
jako przedstawiciele podrodziny Tevenvirinae (Entb_43 zostal rozpoznany jako Karamvirus i
Entb_45 jako Kanagawavirus). Spektrum lityczne fagéw wynosito 40 i 60%. Najskuteczniejszy
wspotezynnik infekcji fagiem (ang multiplicity of infection, MOI) wynosit MOI = 0,01 i MOI
=0,001. Catkowita adsorpcje do komérek gospodarza uzyskano po okoto 20 min dla Entb_43
i 10 min dla Entb_45.

Badane lizaty fagowe zostaly umieszczone w réznych warunkach temperaturowych: 37
°C, 22-24 °C (temperatura pokojowa), 4 °C i zamrozone w -70 °C z dodatkiem lub bez 20%
glicerolu (Difco). Eksperymenty prowadzono przez 6 miesigcy, a probki sprawdzano po 1, 2,
4, 10, 14, 18 i 24 tygodniach. Celem oceny, czy wielokrotne odmrazanie wptynglo na miano
bakteriofagéw przechowywanych w -70°C, ta sama probka byta kilkakrotnie rozmrazana.
Badane fagi wykazaly odporno$é na 5-krotny cykl zamrazania i rozmrazania (miana fagéw nie
wykazywaly istotnego spadku). Lizaty fagowe zachowaty swoje poczatkowe miana nawet po
szesciu miesigcach przechowywania zaréwno w -70 °C, jak i 4 °C, podczas gdy
przechowywanie w 37 °C powodowalo catkowita utratg aktywnosci. W lizacie fagowym
Entb 45 nie znaleziono aktywnych czastek fagowych po 18 tygodniach przechowywania w 37
°C, podczas gdy miano faga Entb_43 spadto z 10'° do 10' PFU/mL po 24 tygodniach inkubacji.
Uzyskane wyniki pozwolity udowodnié, ze w przypadku badanych fagéw swoistych wobec
Enterobacter przechowywanie w warunkach chtodniczych oraz mrozenie z dodatkiem lub bez

dodatku krioprotektanta (glicerolu) jest korzystniejsze dla zachowania aktywnosci lityczne;
przez te fagi.

Stabilnos$¢ fagéw oceniano przez ich inkubacje w wodzie peptonowej o réznym pH w
zakresie od 3 do 12 (5 M HCI lub 10 M NaOH) przez 1 godz. i 24 godz. w 37 °C. Jako kontrole
uzyto standardows pozywke hodowlang o pH = 7,2. Najistotniejsze réznice w mianach fagow
zaobserwowano po inkubacji w najbardziej skrajnych warto$ciach pH (pH=12 dla faga Entb_43
i Entb_45, pH=11 dla faga Entb_45 i pH=3 dla obydwu fagéw). Co ciekawe, wyZzsze miana
fagéw uzyskano w wyniku inkubacji w podlozu o pH = 8, co moze wskazywa na ich
efektywniejszg amplifikacj¢ w wyzej wspomnianych warunkach).

W pracy przedstawiono takze wyniki badania stabilnosci fagéw po inkubacji 1 i 24
godz. w dostgpnych komercyjnie roztworach nanoczasteczek srebra i miedzi (Nano-Tech,
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Polska) w stezeniu 50 mg/kg (ppm), stosowanych jako $rodki przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybicze. Obydwa bakteriofagi zachowaly aktywno$¢ przez 30 min inkubacji z
roztworami nanoczastek w temperaturze pokojowej. 24-godzinna inkubacja spowodowata
bardziej istotny spadek miana fagéw w przypadku srebra niz miedzi. Uzyskane wyniki moga
sugerowac potencjal przeciwbakteryjny przy zastosowaniu preparatow zawierajacych zarébwno
fagi, jak i nanoczasteczki metali. Istnieje jednak potrzeba dalszych badan nad tym zjawiskiem
w szczeg6lnosci w kontekscie zastosowania fagéw podawanych dopecherzowo przez cewniki
powlekane nanoczasteczkami miedzi lub srebra, co mogtoby zwigkszaé skuteczno$é dziatania
fagbw w miejscu infekcji W literaturze naukowej dostepne s3 dane na temat
przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci nanoczasteczek srebra oraz miedzi. Roe i wsp., (2008)
wykazali, ze powierzchnie cewnika powlekane nanoczasteczkami srebra wykazywaly
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng in vitro, zapobiegto to takze wytwarzaniu biofilmu przez E. coli,
Enterococcus, S. aureus, P. aeruginosa oraz Candida albicans. Wskazuje to na duzy potencjal
w zastosowaniu nanoczasteczek srebra w zapobieganiu zakazeniom odcewnikowym, zwlaszcza
w przeciwdzialaniu kolonizacji cewnikow przez bakterie. Z drugiej jednak strony wazna byla
ocena interakcji naszych fagéw swoistych wobec Enterobacter z nanoczasteczkami ze wzgledu
na doste¢pne dane dotyczace mozliwej nieodwracalnej inaktywacji fagéw swoistych do E. coli
przez nanoczgsteczki (Richter i wsp., 2021; Sinclair i wsp., 2021).

Zachowanie  aktywnosci fagbw w  wyniku kontaktu ze  $rodkami
dezynfekujacymi/surfaktantami moze mie¢ duze znaczenie z praktycznego punktu widzenia w
sytuacji, gdy stosowanie $rodkéw powierzchniowo czynnych lub dezynfekujacych moze
wspiera¢ dzialanie przeciwbakteryjne fagéw (np. dezynfekcja powierzchni skéry przed
miejscowym  zastosowaniem fagéw). W przypadku charakteryzowanych fagow
zaobserwowano, ze istotny spadek miana fagéw powodowat srodek dezynfekujacy zawierajacy
dichlorowodorek oktenidyny i fenoksietanol — obserwowano redukcj¢ miana o ponad 90% dla
faga Entb_43 oraz 0 99,9% w przypadku faga Entb_45, po 30 min inkubacji) oraz 70% etanol
(redukcja miana o prawie 70% dla Entb_43 i 0 97% dla faga Entb_45, po 30 min inkubacji).
Pozostale badane srodki dezynfekujace i surfaktanty (m.in. mydto, komercyjnie dostepny ptyn
do mycia naczyn) powodowaty spadek miana fagéw, ale byt on nieistotny.

Badano réwniez zdolno$¢ charakteryzowanych fagéw do zachowania aktywnosci w
$wiezej probce moczu pobranej od zdrowego dawcy (pH = 6, gestosé 1,015) w 37 °C przez
30 min, 1 godz. i 24 godz. Zaréwno po pél, jak i po godzinie inkubacji nie zaobserwowano
istotnego spadku miana badanych fagéw w moczu. Takie wyniki sugeruja, ze mocz nie
powodowat ich inaktywacji, a tym samym, ze fagi moga zachowywaé aktywno$é w miejscu
zakazenia (drogi moczowe/pgcherz moczowy). Te wyniki potwierdzaja wczesniejsze moje
niepublikowane badania z wykorzystaniem oczyszczonego faga T4, ktéry inkubowany w
prébce moczu zachowat aktywnos$¢ przez 4 tygodnie w 20 °C.

Obserwowana zdolnos¢ fagéw do zachowania aktywnosci podczas inkubacji w prébee
moczu wraz z innymi opisanymi w tej pracy wlasciwosciami charakteryzowanych fagéw moga
sugerowac terapeutyczny potencjal fagéw w miejscu zakazenia po podaniu dopecherzowym.
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Najwazniejsze osiggni¢te rezultaty:

- Zastosowane metody poszukiwania, izolacji, jak i amplifikacji fagéw powinny by¢
dobierane indywidualnie i wynika¢ z kinetyki wzrostu bakteryjnego gospodarza oraz jego
wymagan zyciowych;

- Fagi przeznaczone do celow terapeutycznych powinny by¢ charakteryzowane pod
katem jak najwigkszej liczby potencjalnych czynnikéw inaktywujacych z uwzglednieniem
potencjalnej drogi podania oraz forme przewidzianego do zastosowania preparatu (plynna,
emulsja, fagi kapsutkowane, masci, tabletki);

- Stosowanie fagdéw nie obniza zdolnosci fagocytow krwi obwodowej, wyizolowanych
od chorych poddanych terapii fagowej, do wewngtrzkomoérkowego zabijania bakterii (w
przypadku pewnych bakterii mozna nawet obserwowaé korekt¢ uposledzonego procesu
zabijania bakterii);

- Fagi P. larvae nalezy przechowywa¢ w temp. co najwyzej 4 °C w formie lizatu.

Preparaty fagéw oczyszczonych charakteryzuja si¢ stabsza stabilnoscia w warunkach
przechowywania;

- Dodatek nosnika cukrowego nie powoduje utraty aktywnosci czastek fagowych w
preparacie zawierajacym fagi P. larvae przeznaczonym do podawania pszczotom;

- Dodatek krioprotektanta (cukru) zabezpiecza fagi P. larvae poddane liofilizacji przed
inaktywacjg podczas przechowywania;

- Fagi tagodne P. larvae okazaly si¢ bezpieczne (po wczesniejszym zbadaniu ich
genomoéw i wykluczeniu obecnosci gendéw toksyn oraz gendw kodujacych opornos$¢ na
antybiotyki) dla pszczot;

- Srodki powierzchniowo czynne i dezynfekcyjne, podobnie jak nanoczasteczki metali:
srebra i miedzi nie powodujg utraty aktywnosci przez fagi Enterobacter po inkubacji;

- Wielokrotne rozmrazanie lizatow zawierajgcych fagi swoiste wobec Enterobacter nie
przyczynia si¢ do naglego spadku miana fagéw w preparacie;

- Fagi swoiste wobec Enterobacter pozostaja aktywne w moczu (co stanowi wazng
przestank¢ mogacg sugerowac zachowanie ich aktywnosci po podaniu dopgcherzowym).

Oméwienie pozostalych osiggnieé¢ naukowo-badawczych

Glowny obszar mojej dzialalnosci naukowo-badawczej stanowig badania dotyczace
mozliwosci terapeutycznego zastosowania fagodw i1 w tym zakresie jestem wspoélautorem
(wylaczajac prace objete cyklem) 39 artykuldw (z czego 29 to prace przegladowe, 10 —
oryginalne) dotyczacych nastepujgcych zagadnien:
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- fagi jako modulator czynnosci komérek eukariotycznych oraz uktadu odpornos$ciowego:

Cieslik, M., Baginska, N., Gérski, A., Jonczyk-Matysiak E. Human B-Defensin 2 and Its
Postulated Role in Modulation of the Immune Response. Cells 2021 Nov 3; 10(11): 2991. doi:
10.3390/cells10112991. IF: 7,666 ( 140 pkt MEiN).

Cieslik M., Baginska N., Jonczyk-Matysiak E., Wegrzyn A., Wegrzyn G., Gorski A.
Temperate bacteriophages - the powerful indirect modulator of eukaryotic cells and immune
functions. Viruses. 2021 May 28;13(6):1013; doi:10.3390/v13061013. IF: 5,818 (100 pkt
MEIN).

Gorski A., Migdzybrodzki R., Joficzyk-Matysiak E., Zaczek M., Borysowski J. Phage-
specific diverse effects of bacterial viruses on the immune system. Future Microbiol. 2019 Sep;
14(14): 1171-1174. doi: 10.2217/fmb-2019-0222. IF: 2,907 (100 pkt MNiSW).

Gorski A, Jonczyk-Matysiak E., Lusiak-Szelachowska M., Miedzybrodzki R., Weber-
Dabrowska B., Borysowski J. Bacteriophages targeting intestinal epithelial cells: a potential
novel form of immunotherapy. Cell Mol Life Sci. 2018 Feb; 75(4): 589-595; doi:
10.1007/s00018-017-2715-6. IF: 7,014 (40 pkt MNiSW).

Gorski A., Dabrowska K., Migdzybrodzki R., Weber-Dabrowska B., Lusiak-Szelachowska M.,
Jonczyk-Matysiak E., Borysowski J. Phages and immunomodulation. Future Microbiol. 2017
Aug; 12: 905-914; doi: 10.2217/fmb-2017-0049. IF: 3,190 (35 pkt MNiSW).

Gorski A., Miedzybrodzki R., Borysowski, J., Dgbrowska K., Wierzbicki P., Ohams M.,
Korczak-Kowalska G., Olszowska-Zaremba N., Lusiak-Szelachowska M., Klak M., Jonezyk
E., Kaniuga E., Gota$ A., Purchla S., Weber-Dabrowska B., Letkiewicz S., Fortuna W.,
Szufnarowski K., Pawelczyk Z., Rogéz P., Klosowska D. Phage as a modulator of immune
responses: practical implications for phage therapy. Adv Virus Res.2012 83: 41-71. IF: 2,844
(40 pkt MNiISW).

- status terapii fagowej w Polsce i na $wiecie:

Gorski A., Migdzybrodzki A, Wegrzyn G., Johczyk-Matysiak E., Borysowski J., Weber-
Dabrowska B. Phage therapy: current status and perspectives. Med. Res. Rev. 2020 Jan;
40(1):459-463; doi: 10.1002/med.21593.. IF: 12,944 (140 pkt MNiSW).

Gorski A., Migdzybrodzki R., Jonczyk-Matysiak E., Borysowski J., Letkiewicz S., Weber-
Dabrowska B. The fall and rise of phage therapy in modern medicine. Expert Opin. Biol. Ther.
2019 Nov; 19(11):1115-1117. doi: 10.1080/14712598.2019.1651287. IF: 3,224 (100 pkt
MNiSW).

Gorski A., Migdzybrodzki R., Lobocka M., Glowacka-Rutkowska A., Bednarek A.,
Borysowski J., Jonczyk-Matysiak E., Lusiak- Szelachowska M., Weber-Dgbrowska B.,
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Baginiska N., Letkiewicz S., Dgbrowska K., Scheres J. ,,Phage therapy: What have we learned?"
Viruses 2018 May 28;10(6): 28; doi:10.3390/v10060288.. IF: 3,811 (30 pkt MNiSW).

Gorski A., Miedzybrodzki R., Weber-Dabrowska B., Fortuna W., Letkiewicz S., Rogé6z P.,
Jonczyk- Matysiak E., Dgbrowska K., Majewska J., Borysowski J. Phage therapy: Combating
infections with potential for evolving from merely a treatment for complications to targeting
diseases. Front. Microbiol. 2016 Sep 26;7:1515; doi:10.3389/fmicb.2016.01515. IF: 4,076 (35
pkt MNiSW).

- mozliwosci zastosowania fagdéw w leczeniu schorzen wywotanych przez bakterie w ré6znych
dziedzinach medycyny. m.in.: dermatologia, stomatologia, transplantologia. alergologia:

KowalskiJ., GorskaR., Cieslik M., Gorski A. Joniczyk-Matysiak E. What are potential benefits
of using bacteriophages in periodontal therapy? Antibiotics (Basel). 2022 Mar 25;11(4):446;
doi: 10.3390/antibiotics11040446. IF: 5,222 (70 pkt MEiN) (autor korespondencyjny).

Baginska N., Cieslik M., Gorski A., Jonczyk-Matysiak E. The role of antibiotic resistant 4.
baumannii in the pathogenesis of urinary tract infection and the potential of its treatment with
the use of phage therapy. Antibiotics. 2021 Mar 9; 10(3): 281; IF: 5,222 (70 pkt MEiN) (autor
korespondencyjny).

Cieslik M., Bagifiska N., Gérski A., Jonczyk-Matysiak E. Animal models in the evaluation of
the effectiveness of phage therapy for infections caused by Gram-negative bacteria from the
ESKAPE group and the reliability of its use in humans. Microorganisms. 2021 Jan 20; 9(2):
206; IF: 4,926 (20 pkt MEiN) (autor korespondencyjny).

Baginska N., Pichlak A., Gorski A., Jonczyk-Matysiak E. Specific and selective-
bacteriophages in the fight against multidrug resistant Acinetobacter baumannii. Virol. Sin.
2019 Aug; 34(4): 347-357.doi: 10.1007/s12250-019-00125-0. IF: 3,242 (70 pkt MNiSW)
(autor korespondencyjny).

Gorski A., Jonczyk-Matysiak E., Lusiak-Szelachowska M., Migedzybrodzki R., Weber-
Dabrowska B., Borysowski J., Letkiewicz S., Bagifiska N., Sfanos KK. Phage therapy in
prostatitis: recent prospects. Front. Microbiol. 2018 Jun 29; 9:1434; doi:
10.3389/fmicb.2018.01434. IF: 4,259 (35 pkt MNiSW).

Gorski A., Jonczyk-Matysiak E., Lusiak-Szelachowska M., Migdzybrodzki R., Weber-
Dabrowska B., Borysowski J. Phage therapy in allergic disorders? Exp Biol Med (Maywood).
2018 Mar; 243(6): 534-537; doi: 10.1177/1535370218755658. IF: 3,005 (30 pkt MNiSW).

Jonczyk-Matysiak E., Weber-Dabrowska B., Zaczek M., Miedzybrodzki R., Letkiewicz S.,
Lusiak-Szelachowska M., Gorski A. Prospects of phage application in the treatment of acne
caused by Propionibacterium acnes. Front. Microbiol. 2017 Feb 8; 8: 164; doi:
10.3389/fmicb.2017.00164. IF: 4,019 (35 pkt MNiSW) (autor korespondencyjny).
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Letkiewicz S., Migdzybrodzki R., Kiak M., Jonczyk E., Weber-Dgbrowska B., Gorski A. The
perspectives of the application of phage therapy in chronic bacterial prostatitis, FEMS Immunol
Med Microbiol. 2010; 60: 99-112. (27 pkt MNiSW).

- Zrozumienie molekularnych mechanizmdéw aktywnosci fagdw:

Hodyra-Stefaniak K, Lahutta K, Lecion D., Majewska J., Kazmierczak Z, Harhala M., Beta W.,
Owczarek B., Jonczyk-Matysiak E., Klopot A., Miernikiewicz P., Kula D., Gérski A.,
Dabrowska K. Bacteriophages engineered to display foreign peptides may become short-
circulating phages. Microb. Biotechnol. 2019 Jul;12(4):730-741; IF: 5,328 (100 pkt MNiSW).

Zschach H., Larsen MV., Hasman H., Westh H., Nielsen M., Miedzybrodzki R., Jonczyk-
Matysiak E., Weber-Dgbrowska, B., Gorski. A. Use of a Regression Model to Study Host-
Genomic Determinants of Phage Susceptibility in MRSA. Antibiotics. (Basel). 2018 Jan
29;7(1):9; doi: 10.3390/antibiotics7010009. IF: 2,921.

W tym zakresie planuje si¢ badania majace na celu ustalenie przyczyn strukturalnych
wystgpowania opornosci wsréd szczepdw Acinetobacter baumannii na swoiste fagi. Jestem
wspétautorem wniosku grantowego™ K/O-antygeny Acinetobacter baumannii jako narzedzie
przy skutecznym doborze bakteriofagéw do terapii”, ztozonego do Narodowego Centrum
Nauki w ramach konkursu Opus we wspolpracy dr hab. Martg Kaszowska z Laboratorium
Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek IITD PAN (wniosek w trakcie oceny).

Bratam udzial w badaniach nad penetracja tkankowa bakteriofagéw (jako wykonawca
w projekcie ,,Penetracja tkankowa bakteriofagdw i jej potencjalne znaczenie terapeutyczne”
(Tissue bacteriophage penetration of and their potential therapeutic significance),
finansowanym ze srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w latach 2006-2010,
nr projektu: 2 POSB 111 30). Efektem badan jest zgloszenie patentowe: Miedzybrodzki R.,
Bubak B., Klak M., Jonczyk E., Weber-Dabrowska B., Letkiewicz S., Gorski A. Zgloszenie
patentowe do Polskiego urzedu Patentowego “Phage preparation to rectal administration” P
392901; zgloszony : 13.11.2010. Numer prawa wylacznego Pat: 214743. Udzial w badaniach
przed uzyskaniem stopnia doktora.

Przed uzyskaniem stopnia doktora prowadzilam badania nad wystepowaniem
bakteriofagébw w moczu chorych (ze zdiagnozowanym zakazeniem dr6g moczowo-piciowych)
poddanych terapii fagowej, w trakcie ktorych poszukiwatam fagéw naturalnie wystepujacych
oraz badatam zdolno$¢ fagéw stosowanych przez chorych droga doodbytniczg do penetracji do
moczu. Badania te nie wykazywaly, ze zastosowane przez chorych fagi sa wydalane z moczem.
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- nasze hipotezy odnosnie ,.pozabakteryjnego” zastosowania fagéw (phage repurposing):

Gorski A., Bollyky PL., Przybylski M., Borysowski J., Miedzybrodzki R., Jonczyk-Matysiak
E., Weber-Dgbrowska B. Perspectives of phage therapy in non-bacterial infections Front
Microbiol. 2019 Jan 9; 9: 3306; doi: 10.3389/fmicb.2018.03306. IF: 4,236 (100 pkt MNiSW).

Gorski A,, Jonczyk-Matysiak E., Miedzybrodzki R., Weber-Dabrowska B., Lusiak-
Szelachowska M., Baginska N., Borysowski J., Lobocka MB., Wegrzyn A., Wegrzyn G. Phage
therapy: beyond the antibacterial action. Front. Med. (Lausanne). 2018 May 23;5:146; doi:
10.3389/fmed.2018.00146. IF: 3,113 (20 pkt MNiSW).

Gorski A., Jonczyk-Matysiak E., Miedzybrodzki, R., Weber-Dgbrowska, B, Borysowski J.
Phage transplantation in allotransplantation™: possible treatment in Graft Versus Host Disease".
Front Immunol. 2018 Apr 27;9:941; doi: 10.3389/fimmu.2018.00941. IF: 4,716 (35 pkt
MNiSW).

Gorski A., Miedzybrodzki, R., Jonczyk-Matysiak E., Weber-Dgbrowska, B., Bagifiska N.,
Borysowski J. Perspectives of Phage-Eukaryotic Cell Interactions to Control Epstein-Barr
Virus Infections. Front. Microbiol. 2018 Apr 3:;9:630; doi: 10.3389/fmicb.2018.00630. IF:
4,259 (35 pkt MNiISW).

Gorski  A., Jonczyk-Matysiak E., Lusiak-Szelachowska M., Weber-Dgbrowska, B.,
Migdzybrodzki, R., Borysowski J. Therapeutic potential of phages in autoimmune liver

diseases. Clin. Exp. Immunol. 2018 Apr;192(1):1-6; doi: 10.1111/cei.13092. IF: 3,711 (30 pkt
MNiSW).

Gorski A., Jonczyk-Matysiak E., Lusiak-Szelachowska M., Migdzybrodzki R., Weber-
Dgbrowska B., Borysowski J. The potential of phage therapy in sepsis. Front. Immunol. 2017
Dec 11; 8:1783; doi:10.3389/fimmu.2017.01783. IF: 5,511 (35 pkt MNiSW).

Migdzybrodzki R., Borysowski J., Klak M., Jonczyk-Matysiak E., Obminiska-Mrukowicz B.,
Bubak B., Weber-Dabrowska B., Gorski A. In vivo studies on the influence of bacteriophage
preparations on autoimmune inflammatory process. Biomed Res Int. 2017; 2017: 3612015; doi:
10.1155/2017/3612015. IF: 2,583 (25 pkt MNiSW).
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Lusiak-Szelachowska M., Weber-Dabrowska B., Jonczyk-Matysiak E., Wojciechowska R.,
Gorski A. Bacteriophages in the gastrointestinal tract and their implications. Gut Pathog. 2017
Aug 10; 9: 44; doi: 10.1186/513099-017-0196-7. IF: 2,809 (30 pkt MNiSW).

Jonczyk-Matysiak E., Kiak M., Weber-Dgbrowska B., Borysowski J., Gorski A. Possible use
of bacteriophages active against Bacillus anthracis and other B. cereus group members in the
face of a bioterrorism threat. BioMed Res Int. 2014; 2014: 735413; doi:10.1155/2014/735413.
IF: 1,579 (autor korespondencyjny).

- odpowiedz uktadu odpornosciowego na fagi zastosowane w terapii:

Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M., Weber-Dgbrowska M., Miedzybrodzki R., Letkiewicz
S., Fortuna W., Rogo6z P., Szufnarowski K., Joiczyk-Matysiak E., Olchawa E., Walaszek K.,
Gorski A. Antiphage Activity of Sera in Patients During Phage Therapy in Relation to its
Outcome. Future Microbiol. 2017 Feb; 12: 109-117; doi: 10.2217/fmb-2016-0156 IF: 3,190
(35 pkt MNiSW).

Zaczek M., Lusiak-Szelachowska M., Jonczyk-Matysiak E., Weber-Dgbrowska 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/fmicb.2016.01681. IF: 4,076 (35
pkt MNiSW).

Hodyra-Stefaniak K., Miernikiewicz P., Drapata J., Drab M., Jonczyk-Matysiak E., Lecion
D., Kazmierczak Z., Beta W., Majewska J., Bubak B., Harhala M., Klopot A., Gorski A.
Mammalian host-versus-phage immune response determines phage fate in vivo. Sci Rep. 2015
Oct 6;5:14802; doi:10.1038/srep14802. IF: 4,011 (40 pkt MNiSW).

Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M., Weber-Dgbrowska B., Miedzybrodzki R., Klak M.,
Fortuna W., Letkiewicz S., Rogéz P., Szufnarowski K., JoAczyk-Matysiak E., Owczarek B.,
Gorski A. Phage neutralization by sera of patients receiving phage therapy. Viral Immunol.
2014 Aug; 27(6): 295-304, doi: 10.1089/vim.2013.0128. IF: 1,446 (15 pkt MNiSW).

Obecnie moja praca koncentruje si¢ na pozyskiwaniu fagéw do celow terapeutycznych,
w tym fagéw przeciwko najbardziej niebezpiecznym patogenom nalezacym do grupy
ESKAPE, m.in. takim jak Acinetobacter baumannii (sa trudne do pozyskania i amplifikacji).
Badania dotyczg prob izolacji nowych fagéw (w tym opracowania skutecznej metody
pozyskiwania fagéw z probek srodowiskowych oraz $ciekow), optymalizacji procesu
amplifikacji indywidualnie dla kazdego faga, kompleksowej charakterystyce fagéw (w tym w
okresleniu struktury genomu i okreslenia rodzaju cyklu zyciowego, parametréw cyklu
zyciowego m.in. kinetyki infekcji fagiem), czy stabilno$ci w réznych warunkach) oraz oceny
skutecznosci pozyskanych fagéw in vitro na biofilmie bakteryjnym, jak i in vivo w celu
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wiaczenia do kolekcji fagéw terapeutycznych Laboratorium  Bakteriofagowego.
W szczegodlnosci biore udzial w badaniach nad opracowaniem preparatu bakteriofagowego
aktywnego wobec wielolekoopornych szczepdw A. baumannii wywolujacych zakazenia drég
moczowych w ramach obecnie realizowanego projektu: ,.Study of the composition of a
bacteriophage preparation specific to multi-drug resistant Acinetobacter baumannii clinical
strains” (ACIPHAGE), finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju,
fundowanego z Norweskiego Mechanizmu Finansowego (projekt w trakcie realizacji,
planowane zakonczenie 31.05.2023), realizowanego w ramach pracy doktorskiej mgr inz.
Natalii Baginskiej.

Ponadto zajmuj¢ si¢ okresleniem wplywu bakteriofagéw na zdolnos¢ komorek do
produkcji defensyn, w szczegélnosci hBD-2. Dotychczas opublikowane badania sugeruja, ze
ludzka B-defensyna 2 jest waznym biatkiem odpornosci wrodzonej przyczyniajacym si¢ do
ochrony organizmu przed inwazjg patogenéw (bakterii, wirusow, grzybow, pasozytéw). Jego
kluczowsa rolg jest wzmacnianie odpornosci. Moze by¢ rdwniez uwazane za marker stanu
zapalnego. Sugeruje si¢ jego podawanie terapeutyczne w celu utrzymania homeostazy ustroju
w oparciu 0 odpowiedni sktad mikrobioty. Moze to by¢ wazne narzedzie terapeutyczne do
modulowania odpowiedzi ukladu odpornosciowego w wielu chorobach zapalnych (Cieslik i
wsp., 2022). Badania in vitro z wykorzystaniem linii komérkowej Caco-2 wskazujg mozliwy
efekt immunomodulujacy bakteriofaga T4, potwierdzony wyraznym wzrostem ekspresji genu
hBD-2 (DEFB4A) (Borysowski i wsp., 2020). Wyniki te mogg sugerowa¢ mozliwe
zastosowanie fagéw jako modulatoréw odpowiedzi odpornosciowej wspomagajacych leczenie
chordb zapalnych poprzez indukcje hBD-2. Planowane prace majg wig¢c znaczenie praktyczne.

Moje dotychczasowe osiggniecia dotyczg dziedziny nauki, ktéra oferuje nadziej¢ na
opracowanie nowych sposobéw leczenia schorzen, ktore dotychczas przedstawialy powazne
trudnosci terapeutyczne. Ostatnie dane sugerujace, ze fagi mogg by¢ rowniez stosowane w
leczeniu infekcji niebakteryjnych, a takze jako $rodki przeciwzapalne i immunomodulujgce,
dodajg wagi tym badaniom i podkreslajg ich aplikacyjny charakter.

W sierpniu b.r. Agencja Badan Medycznych przyznala grant na badanie kliniczne nad
zastosowaniem fagéw gronkowcowych w leczeniu zapalenia zatok przynosowych, w ktérym
nasz Instytut jest liderem. Mam nadziejg, ze postgp w charakterystyce fagéw bedacy obiektem
badania w moich pracach pozwoli na ich zastosowanie w kolejnym badaniu klinicznym,
niezbednym dla ich wprowadzenia do terapii.

Jak wiadomo, w ostatniej ewaluacji dziatalnosci naukowej uczelni i instytutéw
badawczych nasz Instytut — jako jedyna placowka w kraju — otrzymal najwyzszg kategorie w
naukach medycznych (A plus). Niewatpliwie zrodlem tego spektakularnego sukcesu byty nasze
unikalne badania nad bakteriofagami i terapig fagowa, do ktérych wniostam méj wklad. Nie
ulega zatem watpliwosci, ze prowadzone przeze mnie badania reprezentujg osiagniecia, jakie
w migdzynarodowej terminologii okresla si¢ terminem ,,cutting edge research”.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowa albo artystyczng realizowana
w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci
zagraniczne;.

Wspélpraca z Uniwersytetem Przyrodniczym we Wroclawiu

Doniesienie zjazdowe: Jonczyk-Matysiak E., Cieslik M., Baginska N., Harhala M., Orwat F.,
Gebarowska E., Dgbrowska K., Jedrusiak A., Gorski A. Charakterystyka nowo izolowanych
fagow swoistych wobec patogenéw nalezacych do grupy ESKAPE. Sympozjum baktriofagowe
2022 w Gdansku 8-10 wrzesnia (prezentacja ustna, autor prezentujgcy: Ewa Jonczyk-
Matysiak).

w ramach grantu POIR oraz w ramach badan nad zwalczaniem zgnilca amerykanskiego, w
efekcie ktorej powstata:

praca oryginalna, stanowiaca pozycje nr 4 cyklu:

Jonczyk-Matysiak E, Owczarek B., Popiela E., Switata-Jelen K., Migdat P., Cieslik M., Lodej
N., Kula D., Neuberg J., Hodyra-Stefaniak K., Kaszowska M., Orwat F., Bagifiska N., Mucha
A., Belter A., Skupinska M., Bubak B., Fortuna W., Letkiewicz S., Chorbinski P., Weber-
Dabrowska B., Roman A., Gorski A. Isolation and characterization of phages active against
Paenibacillus larvae causing American Foulbrood in honey bees in Poland. Viruses. 2021 Jun
23;13(7):1217; doi: 10.3390/v13071217. 1IF: 5,818 (100 pkt MEIN) (autor
korespondencyjny).

praca przegladowa:

Jonczyk-Matysiak E., Popiela E., Owczarek B., Hodyra-Stefaniak K., Switata-Jelen K., Lodej
N., Kula D., Neuberg J., Migdat P., Baginiska N., Orwat F., Weber-Dgbrowska B., Roman A.,
Gorski A. Phages in therapy and prophylaxis of American foulbrood — recent implications from
practical applications. Front Microbiol. 2020 Aug 11;11:1913; doi: 10.3389/fmicb.2020.01913.
IF: 5,064 (100 pkt MNiSW) (autor korespondencyjny).

doniesienia zjazdowe:

1. Jonczyk-Matysiak E., Switala-Jelen K., Kula D., Baginska N., Lodej N., Weber-
Dabrowska B., Hodyra-Stefaniak K., Popiela-Pleban E., Migdat P., Roman A., Gorski
A. The development of a bacteriophage preparation intended to use in the treatment and
prevention of the American and European foulbrood of honey bee. 14" International
Congress of the European Association for Veterinary Pharmacology and Toxicology,
24-27 czerwca 2018, Wroclaw (abstrakt opublikowany w Journal of Veterinary,
Pharmacology and Therapeutics, 2018, 41, sup 1, ISSN 0140-7783. (autor
prezentujacy: Ewa Jonczyk-Matysiak).

2. Jonczyk-Matysiak E., Switata-Jelen K., Hodyra-Stefaniak K., Lodej N., Neuberg J.,
Kula D.,, Orwat F., Kaszowska M., Baginska N., Owczarek B., Popiela-Pleban E.,
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Migdat P., Roman A., Weber-Dabrowska B., Gorski A. phages intended for preventing
and treating infections caused by Paenibacillus larvae in honey bee larvae. 5th World
Congress on Targeting Infectious Diseases. Targeting Phage and Antibiotic Resistance
Phage Therapy and other innovative ideas., 17-18 maja 2018, Florencja, Wlochy (autor
prezentujacy: Ewa Jonczyk-Matysiak).

. Jonhczyk-Matysiak E., Switata-Jelen K., Popiela-Pleban E., Owczarek B.,; Kula D.,
Neuberg J., Lodej N., Orwat F., Hodyra-Stefaniak K., Weber-Dgbrowska B., Roman
A., Migdat P., Gérski A. Opracowanie preparatu bakteriofagowego do zastosowania w
leczeniu oraz profilaktyce zgnilca amerykanskiego wystgpujacego u czerwia pszczoty
miodnej. 56 Naukowa Pszczelarska konferencja 5-6 marca 2019, Kazimierz Dolny
(autor prezentujacy: Joanna Neuberg).

. Popiela E., Migdat P., Joriczyk-Matysiak E., Owczarek B., Switata-Jelen K.,
Chorbinski P., Hodyra-Stefaniak K., Roman A., Gérski A., Kula D., Lodej N. Using
specific bacteriophage preparation in honey bee infections caused by Paenibacillus
larvae. XIX" International Congress of International Society for Animal Hygiene, 8-12
wrzesnia 2019, Wroclaw (autor prezentujacy: Ewa Popiela).

. Lodej N., Kula D., Owczarek B., Popiela-Pleban E., Switata-Jelen K., Hodyra-Stefaniak
K., Orwat F., Neuberg J., Bagifiska N., Chorbinski P., Roman A., Weber-Dabrowska
B., Gorski A., Jonczyk-Matysiak E. The development of a bacteriophage preparation
intended to use in the treatment and prevention of the American Foulbrood of honey
bee. Biennial Evergreen International Phage Meeting, Evergreen, 4-9 sierpnia 2019,
Waszyngton, Stany Zjednoczone (autor prezentujacy Norbert Lodej).

. Neuberg J., Switata-Jelen K., Popiela-Pleban E., Owczarek B, Orwat F., Hodyra-
Stefaniak K., Weber-Dabrowska B., Roman A., Chorbinski P., Gorski A., Jonczyk-
Matysiak E. ,Bacteriophage preparation intended to use in the treatment and
prevention of the American Foulbrood” 8 Migdzynarodowa Konferencja poswigcona
pamigci Prof. Rudolfa Weigla: “Human welfare and infectious diseases in a new
microbiome research era. Microorganisms in industrial and medical biotechnology”,
26-28 czerwca 2019, L6dz (autor prezentujagcy: Joanna Neuberg).

. Jonczyk-Matysiak E., Switata-Jelen K., Popiela-Pleban E., Hodyra-Stefaniak K.,
Neuberg J., Orwat F., Kaszowska M., Owczarek B., Migdal P., Roman A., Weber-
Dabrowska B., Gorski A. Prevention and treatment of the American and European
Foulbrood of honey bee using specific bacteriophage preparation Viruses of Microbes,
9-13 lipca 2018, Wroctaw (autor prezentujacy: Ewa Jonczyk-Matysiak).

. Popiela-Pleban E., Migdat P., Joniczyk-Matysiak E., Switata-Jelen K., Roman A.,

Chorbinski P., Hodyra-Stefaniak K., Owczarek B., Murawska A., Weber-Dabrowska B.,
Gorski A. Wplyw preparatu fagowego przeznaczonego do zwalczania zgnilcow na
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organizm pszczoly miodnej —badania klatkowe. 56 Naukowa Pszczelarska konferencja,
5-6 marca 2019, Kazimierz Dolny.

Wspétpraca z Warszawskim Uniwersytetem Medycznym, w efekcie, ktérej powstata:

praca przegladowa:

KowalskiJ., GorskaR., Cieslik M., Gorski A. Jonczyk-Matysiak E. What are potential benefits
of using bacteriophages in periodontal therapy? Antibiotics (Basel). 2022 Mar 25;11(4):446;
doi: 10.3390/antibiotics11040446. IF: 5,222 (70 pkt MEIN) (autor korespondencyjny).

Jako rezultat wspolpracy z Zakladem Choréb Blony Sluzowej i Przyzebia Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego ztozony réwniez zostal wniosek grantowy pt. ,,Opracowanie
preparatu fagowego przeznaczonego do zastosowania w paradontozie” do Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju w konkursie Lider XIII (projekt w trakcie oceny merytorycznej-
wstepna ocena pozytywna, kierownik B+R Ewa Jonczyk-Matysiak).

Wspoélpraca z Instytutem Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie w efekcie, ktorej powstata:

praca przegladowa stanowigca pozycje nr 1 cyklu:

Weber-Dabrowska B., Jonczyk-Matysiak E., Zaczek M., Lobocka M., Lusiak-Szelachowska
M., Gérski A. Bacteriophage procurement for therapeutic purposes. Front. Microbiol. 2016
Aug 12;7:1177; doi:10.3389/fmicb.2016.01177. IF: 4,076 (35 pkt MNiSW).

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

Osiagniecia dydaktyczne:

Pelni¢ funkcje opiekuna pomocniczego doktoranta (od 2018 roku) w badaniach
prowadzonych w Laboratorium Bakteriofagowym nad poszukiwaniem izolacjg i
charakterystyka fagéw swoistych wobec lekoopornuych szczepéw Acinetobacter baumannii w
ramach projektu:,,Study of the composition of a bacteriophage preparation specific to multi-
drug resistant Acinetobacter baumannii clinical strains” (ACIPHAGE) finansowanego przez
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju i fundowanego z Norweskiego Mechanizmu
Finansowego;

Jestem takze promotorem 5 prac magisterskich studentow z wroctawskich uczelni (z
tego trzy prace obronione, dwie: badania w trakcie realizacji):

1. Optymalizacja metod poszukiwania i amplifikacji fagdéw Acinetobacter baumannii. Badania
w trakcie realizacji, przewidywany termin obrony czerwiec- lipiec 2023

2. Ocena aktywnosci fagéw swoistych wobec Acinetobacter baumannii na biofilm bakteryjny.
Badania w trakcie realizacji, przewidywany termin obrony czerwiec- lipiec 2023.

3. Badanie spektrum litycznego bakteriofagéw swoistych wobec szczepéw ESBL- dodatnich
Escherichia coli (obrona 08.07.2019).
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4. Poszukiwanie izolacja i charakterystyka nowych fagéw terapeutycznych swoistych wobec
Acinetobacter baumannii (obrona 5.07.2018).
5. Badania spektrum litycznego bakteriofagow swoistych wobec szczepéw ESBL- dodatnich
Klebsiella pneumoniae (obrona 19 .07.2017).

W latach 2017-2022 bylam opiekunem praktyk studenckich 10 studentéw z
wroclawskich uczelni oraz opiekunem naukowym stazy dwéch studentéw z zagranicy:
University of Bristol (30.06.2022-22.07.2022) oraz Warwick Medical University
(18.04.25.05.2017) w zakresie pozyskiwania fagéw do celéw terapeutycznych.

Osiagnigcia popularyzujace nauke:

Wzigtam udzial w audycji radiowej ,,Eureka” ,Innowacyjnos¢ i nauka w stuzbie
polskiej gospodarce” (25.07.2017) w Programie Pierwszym Polskiego Radia dostepnej na
stronie:
https://www.polskieradio.pl/7/5098/Artykul/1794098.Innowacyjnosc-i-nauka-w-sluzbie-
polskiej-gospodarce
Audycja dotyczyta realizowanego projektu, finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i
Rozwoju 1 mozliwosci praktycznego wykorzystania wynikow uzyskanych w trakcie jego
realizacji.

7. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;.

Nagrody i wyréznienia:

1. Zespolowa Nagroda Dyrektora [ITD PAN za opublikowanie w latach 2017-2019 pracy
przegladowej o najwyzszej liczbie cytowan Gorski A., Dabrowska K., Miedzybrodzki
R., Weber-Dgbrowska B., Lusiak-Szelachowska M., Jonczyk-Matysiak E.,

Borysowski J.: Phages and immunomodulation. Future Microbiol. 2017; 12(10): 905-
914.

2. Zespotowa Nagroda Dyrektora IITD PAN za opublikowanie w latach 2017-2019 pracy
oryginalnej o najwyzszej liczbie cytowan Lusiak-Szelachowska M., Zaczek M.,
Weber-Dgbrowska B., Migdzybrodzki R., LetkiewiczS., 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;12:109-117.

3. Zespolowa Nagroda Dyrektora [ITD PAN we Wroclawiu za opublikowanie pracy
przegladowej o najwyzszym wspoiczynniku wplywu (IF). Gérski A., Jonczyk-
Matysiak E., Lusiak-Szelachowska M., Miedzybrodzki R., Weber-Dgbrowska B.,
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Borysowski J. The potential of phage therapy in sepsis. Front. Immunol. 2017, 8, 1783,
IF(5,511). Nagroda otrzymana 11.10.2018 r.

. Wyréznienie komitetu organizacyjnego 14" EAVPT Congress we Wroctawiu, 24 — 27
czerwca, 2018 dla posteru: The development of a bacteriophage preparation intended to
use in the treatment and prevention of the American and European foulbrood of honey
bee” autorstwa Joniczyk-Matysiak E., Switata-Jelen K., Kula D., Baginska N., Lodej
N., Weber-Dabrowska B., Hodyra-Stefaniak K., Popiela-Pleban E., Migdat P., Roman
A. Gorski A i zakwalifikowanie go do prezentacji ustnej (autor prezentujacy: Ewa
Jonczyk-Matysiak).

. Projekt "Innowacyjny bakteriofagowy preparat ochronny do stosowania w zespole
stopy cukrzycowej” (Innovative bacteriophage protective preparation to be used in
diabetes foot syndrome) finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, nr
projektu: POIG.01.03.01-02-048/1- Polska Nagroda Innowacyjnosci 2015 w kategorii
instytuty naukowe.

. Wyr6znienie dla pracy Hodyra-Stefaniak K., Miernikiewicz P., Drapata J., Drab M.,
Jonczyk-Matysiak E., Lecion D., Kazmierczak Z., Beta W., Majewska J., Bubak B.,
Harhala M., Klopot A., Gorski A. (2015) Mammalian Host-Versus-Phage Immune
Response Determines Phage Fate in Vivo. Scientific Reports Journal 5,
Article number: 14802, doi:10.1038/srep14802, w konkursie im prof. K. Bassalika
na najlepsze polskie prace mikrobiologiczne opublikowane w 2015 roku.

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

(podpis wnioskodawcy)
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