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1. Imie i nazwisko: Ewa Brzozowska

2. Dane kontaktowe: Laboratorium Mikrobiologii Lekarskie]
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda
Polska Akademia Nauk
ul. Weigla 12, 53-114 Wroctaw, Polska
tel: 71 337-11-72 wew. 389, 397
e-mail: ezuziak@iitd.pan.wroc.pl
3. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne - z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

16.04.2009 - Doktor nauk biologicznych, nadany przez Rade Naukowg Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, tytut
rozprawy: ,Badania obecnosci przeciwciat przeciwfagowych w surowicy ludzkiej”, promotor
w przewodzie doktorskim prof. dr hab. Andrzej Gamian.

21.06.2002 — Magister biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk Biologicznych,
tytut pracy dyplomowej: ,,Nowe roslinne inhibitory proteinaz serynowych. Izolacja inhibitora
trypsyny z bulw czosnku”, promotor dr Irena Lorenc-Kubis.

Wyksztatcenie uzupetniajace, najwazniejsze pozycje:

12.05.2012 Dyplom studidow podyplomowych ,Zarzadzanie projektem badawczym
i komercjalizacja wynikow badan”, uzyskany na Politechnice Wroctawskiej

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.
19.04.2009 - obecnie

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda, PAN we Wroctawiu, stanowisko
adiunkt

02.02.2009-18.04.2009

Wroctawskie Centrum Badan EIT+ Sp. z 0.0., stanowisko adiunkt
01.10.2010-31.01.2014

Wroctawskie Centrum Badan EIT+ — Broker Technologii i Wiasnosci Intelektualnej

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego,

Osiagnieciem w mysl ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl publikacji,
dotaczony do dokumentac;ji jako Zatacznik nr 4, objety tytutem:

Wykorzystanie bialek ogonka bakteriofagow w detekcji bakteryjnych skazeri sSrodowiskowych oraz
w zwalczaniu biofilmu bakterii patogennych.



Ewa Brzozowska
Zatacznik 2. Autoreferat

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w sktad cyklu monotematycznego = 33,219
Sumaryczna wartos$¢ punktéw MNiSW publikacji cyklu monotematycznego = 320

b) (autor/autorzy, tytut/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci
wydawniczy), * - oznacza autora korespondencyjnego.

1. E. Brzozowska*, M. Smietana*, M. Koba, S. Gérska, K. Pawlik, A. Gamian, W. J. Bock,
2015, "Recognition of bacterial lipopolysaccharide using bacteriophage-adhesin-
coated long-period gratings," Biosensors and Bioelectronics, vol. 67, 93-99, DOI:
10.1016/j.bi0s.2014.07.027, IF2015: 7,476, MNiSW: 40, Lc: 35

Indywidualny wkiad w powstanie tej pracy szacuje na 70%: jestem pierwszym
i korespondencyjnym autorem manuskryptu. Eksperymenty dotyczqce czesci biologicznej
(izolacja i oczyszczanie lipopolisacharydow (LPS) oraz biatek fagowych, analiza dichroizmu
kotowego (CD) biatka, Western blot, biotynylacja LPS, testy oddziatywan LPS-biatko tj. ELISA
i Powierzchniowy Rezonans Plazmonowy (SPR) z uzyciem systemu BlAcore, biofunkcjonalizacja
czujnika $wiatfowodowego) zostaly przeze mnie zaplanowane oraz wykonane. Dokonatam
takze analizy i interpretacji uzyskanych wynikéw eksperymentalnych. Jestem autorkg rysunkow
2, 3 i 4, a takie napisatam wstepnqg wersje manuskryptu z pominieciem czesci
eksperymentalnej dotyczqcej pomiarow z wykorzystaniem czujnikow sSwiattowodowych.
Bratam udziat w ostatecznej edycji manuskryptu tqcznie z przygotowaniem odpowiedzi dla
recenzentéw. Ponadto zapewnitam finansowanie czesci badan ujetych w publikacji, jak
i finansowanie wydania publikacji w ramach grantu, ktorego bytam kierownikiem.

2. E. Brzozowska*, M. Koba*, M. Smietana, S. GArska, M. Janik, A. Gamian, W. J. Bock,
"Label-free Gram-negative bacteria detection using bacteriophage-adhesin-coated
long-period gratings" Biomedical Optics Express, vol. 7, no. 3, 829-840, 2016.
https://doi.org/10.1364/BOE.7.000829, {F2016: 3,337, MSINW: 35, Lc: 9

Indywidualny wkfad w powstanie tej pracy szacuje na 75%: jestem pierwszym
i korespondencyjnym autorem manuskryptu. Eksperymenty dotyczgce czesci biologicznej
(izolacja i oczyszczanie biatek fagowych, przygotowanie preparatow bakteryjnych, testy
oddziatywan biatka fagowego z bakteriami tj. ELISA i Powierzchniowy Rezonans Plazmonowy
(SPR} z uzyciem systemu BlAcore, biofunkcjonalizacja czujnika swiatfowodowego) zostafy
przeze mnie zaplanowane oraz wykonane. Bratam udziat w czesci eksperymentalnej,
dotyczqcej uzycia czujnika swiatfowodowego do detekcji komdrek bakteryjnych. Dokonatam
takze analizy i interpretacji uzyskanych wynikow eksperymentalnych. Napisatam wstepng
wersje manuskryptu (pomijajgc czes¢ dotyczqcq wytworzenia struktur czujnika LPG) fgcznie
z przygotowaniem tabeli i rysunkow 1, 2, 3. Bratam udziat w ostatecznej edycji manuskryptu
wraz z przygotowaniem odpowiedzi dla recenzentow. Ponadto zapewnitam finansowanie
czesci badan ujetych w publikacji, jak i finansowanie wydania publikacji w ramach grantu,
ktérego bytam kierownikiem.

3. E. Brzozowska®*, A. Lesniewski*, S. Sek, R. Wieneke, R. Tampé, S. Gdrska, M. Jonsson-
Niedziétka and J. Niedzidtka-Jonsson*, Interactions of bacteriophage T4 adhesin with
selected lipopolysaccharides studied using atomic force microscopy, Scientific Reports
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8, Article number: 10935 2018, DOI: 10.1038/s41598-018-29383-w brak IF za 2018,
IF2017: 4,122, MNiSW: 40, Lc: 0

Indywidualny wkiad w powstanie tej pracy szacuje na 45%: jestem pierwszym
i korespondencyjnym autorem manuskryptu. Eksperymenty dotyczgce czesci biologicznej
(izolacja i oczyszczanie biatek fagowych, LPS, testy oddziatywan biatka fagowego z LPS tj.
Powierzchniowy Rezonans Plazmonowy (SPR) z uzyciem systemu Octet RED96 system (Pall
ForteBio, 154 Fremont, CA, USA)) zostaly przeze mnie zaplanowane oraz wykonane.
Dokonatam takze analizy i interpretacji uzyskanych wynikow eksperymentalnych. Jestem
pomystodawcq publikacji, napisatam wstepnq wersje manuskryptu (pomijajgc czes¢ dotyczqcq
pomiarow AFM). Przygotowatam rysunek nr 1. Brafam udziat w ostatecznej edycji
manuskryptu tgcznie z przygotowaniem odpowiedzi dla recenzentéw. Ponadto zapewnitam
finansowanie czesci badarn ujetych w publikacji w ramach grantu, ktérego bytam kierownikiem.
Zapewnitam finansowanie wydania publikacji w ramach konkursow Krajowego Naukowego
Osrodka Wiodgcego (KNOW) na lata 2014-2018.

4. E. Brzozowska*, A. Pyra*, K. Pawlik, M. Janik, S. Gdrska, N. Urbanska, Z. Drulis-Kawa,
A. Gamian. Hydrolytic activity determination of Tail Tubular Protein A of Klebsiella
pneumoniae bacteriophages towards saccharide substrates, Scientific Reports 7,
Article number: 18048 2017, doi:10.1038/s41598-017-18096-1, IF2017: 4,122, MNiSW:
40, Lc: 0

Indywidualny wkiad w powstanie tej pracy szacuje na 45%: jestem pierwszym
i korespondencyjnym autorem manuskryptu. Bratam udziat w planowaniu oraz koordynowaniu
prac eksperymentalnych dotyczqcych testow aktywnosci hydrolitycznej. Dokonatam analizy
i interpretacji uzyskanych wynikéw. Napisatam wstepnqg wersje manuskryptu, a nastepnie
bratam udziat w przygotowaniu ostatecznej wersji do druku. Jestem autorkq rysunkéw oraz
rycin zamieszczonych w publikacji. Zapewnitam finansowanie wydania publikacji w ramach
konkursow Krajowego Naukowego Osrodka Wiodgcego (KNOW) na lata 2014-2018.

5. E.Brzozowska*, J. Bazan, A. Gamian, The functions of bacteriophage proteins, Postepy
Higieny i Medycyny Doswiadczalnej (Advances in Hygiene and Experimental Medicine);
65:167-76, 2011, IF2011: 0,654, MNiSW: 15, Lc: 4

Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 90%: jestem pierwszym
i korespondencyjnym autorem manuskryptu, pomystodawcq tresci i organizacji publikacji.
Zebratam dostepne w literaturze informacje zrédiowe i je usystematyzowatam. Publikacja
zostata napisana przeze mnie w catosci, a takze przygotowana do druku. Jestem pomysfodawcq
szaty graficznej manuskryptu.

6. A. Pyra*, E. Brzozowska*, K. Pawlik, A. Gamian, M. Dauter & Z. Dauter, Tail tubular
protein A: a dual-function tail protein of Klebsiella pneumoniae bacteriophage KP32,
Scientific Reports 7, Article number: 2223, 2017,d0i:10.1038/s41598-017-02451-3,
IF2017: 4,122, MNiSW: 40, Lc: 2

Indywidualny wkiad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem drugim autorem
korespondencyjnym w publikacji. Bratam udziat w uzyskaniu biatek rekombinowanych od
utworzenia konstruktow genetycznych poprzez ekspresje i oczyszczanie. Uzyskatam
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egzopolisacharydy bakteryjne. Dokonatam analizy aktywnosci biologicznej biatka fagowego
wobec szczepéw K. pneumoniae, a mianowicie metody obserwacji fysinek na murawie
bakteryjnej hodowanej na ptytkach agarowych oraz badarn mikroskopowych. Zaplanowatam
i przeprowadzitam testy aktywnosci biatka fagowego wobec oczyszczonego egzopolisacharydu
bakteryjnego (zymogram oraz analiza poziomu cukréw redukujgcych w preparatach).
Dokonatam analizy porownawczej biatka fagowego przy uzyciu dostepnych narzedzi
bioinformatycznych. Dokonatam analizy i interpretacji czesci uzyskanych wynikéw
eksperymentalnych. Bratam udziat w przygotowaniu ostatecznej wersji publikacji jak
i w odpowiedziach na zarzuty recenzentéw. Jestem autorkq rysunkow 1, 2, 3 i 6. Ponadto
zapewnitam finansowanie wydania publikacji w ramach grantu, ktérego byfam kierownikiem,
a takze zdobytam finansowanie w ramach konkurséow Krajowego Naukowego Osrodka
Wiodgcego (KNOW) na lata 2014-2018.

7. M. Smietana, M. Koba, E. Brzozowska, K. Krogulski, J. Nakonieczny, L. Wachnicki,
P. Mikulic, M. Godlewski, W. J. Bock, "Label-free sensitivity of long-period gratings
enhanced by atomic layer deposited TiO2 nano-overlays" Optics Express, vol. 23, no. 7,
8441-8453, 2015, https://doi.org/10.1364/0E.23.008441, IF201s: 3,148, MNiSW: 40,
Lc: 36

Indywiduainy wkiad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem pomysfodawcq oraz
wykonawcq czesci eksperymentalnej dotyczqcej biofunkcjonalizacji powierzchni czujnika
pokrytego warstwgq TiO,. Bratam udziat w czesci eksperymentalnej, dotyczqcej uzycia czujnika
swiattowodowego w detekcji endotoksyny bakteryjnej, a takze w badaniach z uzyciem
mikroskopu fluorescencyjnego. Oczyszczatam biatko fagowe oraz lipoopolisacharyd bakteryjny.
Na podstawie badan eksperymentalnych zoptymalizowatam metode chemicznej
funkcjonalizacji powierzchni czujnika z osadzonq warstwqg TiO,. Dokonatam takze analizy
i interpretacji uzyskanych wynikow eksperymentalnych. Bratam udziat w ostatecznej edycji
manuskryptu. Ponadto zapewnitam finansowanie czesci badan ujetych w publikacji ramach
grantu, ktorego bytam kierownikiem.

8. M. Koba*, M. Smietana, E. Brzozowska, S. Gdrska, P. Mikulic, W. J. Bock, 2015,
"Reusable Bacteriophage Adhesin-coated Long-period Grating Sensor for Bacterial
Lipopolysaccharide Recognition," Journal of Lightwave Technology, vol. 33, no. 12,
2518-2523, IF2015: 2,567, MNiSW: 35, Lc: 7

Indywiduainy wkiad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem pomystodawcq badar
opisanych w publikacji. Bratam udziat w uzyskaniu oczyszczonego biatka fagowego oraz
przygotowatam komdrki bakteryjne do doswiadczen. Wykonatam biofunkcjonalizacje
powierzchni czujnika oraz bratam udziat w czesci eksperymentalnej, dotyczqcej uzycia czujnika
Swiattowodowego w detekcji bakterii. Bratam udziat w ostatecznej edycji manuskryptu.
Ponadto zapewnifam finansowanie czesci badan ujetych w publikacji ramach grantu, ktorego
bytam kierownikiem.

9. M. Koba*, M. Smietana, E. Brzozowska, S. GSrska, M. Janik, P. Mikulic, A. Cusano, W. J.
Bock, "Bacteriophage Adhesin-Coated Long-Period Grating-Based Sensor: Bacteria
Detection Specificity," Journal of Lightwave Technology, vol. 34, no. 20, 2016, IF2016:
3,671,, MNiSW: 35, Lc: 9
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Indywidualny wkiad w powstanie tej pracy szacuje na 35%: jestem pomysfodawcq badarn
opisanych w publikacji. Bratam udziat w uzyskaniu oczyszczonego biatka fagowego oraz
przygotowatam komorki bakteryjne do doswiadczen. Zaplanowafam badania adhezji biatka
fagowego do komdrek bakteryjnych z wykorzystaniem testu ELISA. Wykonatam
biofunkcjonalizacje powierzchni czujnika oraz bratam udziat w czesci eksperymentalnej
dotyczqcej uzycia czujnika sSwiatlowodowego w detekcji bakterii. Dokonatam analizy
i interpretacji uzyskanych wynikow eksperymentalnych. Jestem autorkq rysunku nr 6, a takze
bratam udziat w ostatecznej edycji manuskryptu. Ponadto zapewnitam finansowanie czesci
badar ujetych w publikacji ramach grantu, ktérego bytam kierownikiem.

c) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz
z omdéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Prace stanowigce cykl publikacji, dotycza mozliwosci praktycznego wykorzystania
biatek bakteriofagowych, gtéwnie biatek ogonka, do detekcji skazen srodowiskowych, a takze
jako czynnikéw zwalczajacych biofilm bakteryjny. Cele naukowe powstatych prac mozna
podzieli¢ na dwa gtowne; a mianowicie: 1. Uzyskanie wysoce selektywnego czujnika
swiattowodowego, bez znacznikowego do wykrywania bakteryjnych endotoksyn oraz catych
bakterii w srodowisku wodnym (publ. 1, 2, 3,5, 7, 8, 9 pkt 4.b, zat. 3. pkt I.B, poz. 1, 2, 3,5, 7,
8, 9 oraz zat. 4, poz. 1, 2, 3, 5, 7, 8, 9), 2. Okreslenie specyficznosci substratowe] biatek
bakteriofagowych o podwaéjnej funkcji, uznawanych do tej pory za biatka strukturalne, ktére
wykazujg aktywnosé hydrolaz (poli)sacharydéw. W obliczu odkrycia funkcji enzymatycznej
fagowych biatek tubularnych, celem byto takie okredlenie ich aktywnosci wobec
polisacharydéw bakterii patogennych tworzacych biofilm (publ. 4 i 6 pkt 4b, zat.3 pkt I.B, poz.
4i6orazzat. 4. Poz. 4i6).

Wprowadzenie

Bakteryjne wirusy, zwane bakteriofagami (fagami), stanowig najliczniejszg
i jednoczesnie najbardziej zréznicowang grupe wiruséw?. Po raz pierwszy fagi zostaty odkryte
na poczatku dwudziestego stulecia przez Ernesta Hankina, ktéry zauwazyt, ze wody z rzek
Ganges i Jumna majg wiasciwosci przeciwbakteryjne?. Z kolei, za twérce nauki o bakteriofagach
uwaza sie d’Hérelle’a, ktéry stworzyt pojecie Bacteriophagum intestinale — drobnoustroju
zyjacego kosztem bakterii jelitowych. d’'Hérelle badat bakteriofagi wszechstronnie. Zajmowat
sie procesem lizy i jej warunkami, wtasnosciami antygenowymi fagoéw, szczepami bakteryjnymi
opornymi na fagi itd. On stworzyt teorie korpuskularnej i ozywionej natury fagow. Bliisze
poznanie tych wiruséw pozwolito na ich zastosowanie w medycynie, w terapii takich schorzen
jak czerwonka bakteryjna, dur brzuszny, infekcje ropne wywotane przez gronkowce
i paciorkowce?. Wraz z rozwojem techniki mikroskopii elektronowej wiecej uwagi poswiecono
badaniom morfologii i ultrastruktury fagéw. Fagi mogg by¢ szescienne, nitkowate i ogonkowe.
Ogdlnie, zbudowane s z biatkowej otoczki zwanej kapsydem, wewnatrz ktérej znajduje sie
kwas nukleinowy w postaci jednoniciowego DNA — ssDNA, badz dwuniciowego DNA — dsDNA,

H. W. Ackermann; 5500 Phages examined in electron microscope. Brief Review; Arch. Viriol. 152, 2007; 227-243
2E. Kutter, Phage Therapy: Bacteriophages as natural, self-limiting antibiotics, Pharm. Nat. Med. 2005; 1147-1161
3M. Kantoch; Wybrane zagadnienia z nauki o bakteriofagach; Postepy Hig. Med. Dosw. 10; 1956; 47-86,
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a takze jednoniciowego RNA- ssRNA i dwuniciowego RNA - dsRNA®*. Obecnie International
Commitee for Taxonomy of Viruses uznaje istnienie 18 rodzin fagéw, sposréd ktérych 96%
stanowig fagi ogonkowe (Caudovirales), a pozostate to fagi wieloscienne, filamentowe
(nitkowate) i pleomorficzne (wielopostaciowe). Klasyfikacja fagéw opiera sie na podstawie ich
morfologii i rodzaju kwasu nukleinowego, ale moze uwzglednia¢ takze ich specyficznosé,
pokrewieristwo filogenetyczne, czy wrazliwosci na czynniki fizyczne i chemiczne®.

Bakteriofagi zostaty wykryte wszedzie tam, gdzie obecne s bakterie. Na jedng komdrke
bakteryjna przypada nawet kilka czgstek fagowych. Licznie wystepujg one zaréwno w wodach
stodkich jak i oceanach, w glebie, a takze w organizmach ludzi i zwierzat®’. Fagi namnazajqg sie
wytacznie w zywych bakteriach, ktére posiadajg specjalne receptory na swojej powierzchni.
W rozpoznaniu komdrki gospodarza biorg udziat biatka adhezyjne, ktére wigzg sie z komodrka
bakteryjng jako pierwsze i inicjujg caty proces infekcji. Nastepnie, kolejne biatka fagowe
dotfaczajg do procesu adsorpcji, czynigc jg nieodwracalng. W przypadku fagéw ogonkowych
biatka adhezyjne znajdujg sie na widkienkach ogonkowych i kotwiczg faga na powierzchni
bakterii w taki sposdb, by zaszedt proces przekazania materiatu genetycznego®. Od momentu
adsorpcji bakteriofaga do komaérki bakteryjnej rozpoczyna sie okres latencji, ktéry trwa az do
lizy komédrki ° . Bakteriofagi zakazajac bakterie, wywotuja w nich réine zmiany
w funkcjonowaniu. Mozna wyrdzni¢ kilka cykli: cykl lityczny, lizogenny, pseudolizogenny, oraz
cykl przewlektej infekcji ° . W przypadku cyklu litycznego bakteriofagi przeksztatcaja
metabolizm bakterii w taki sposdb, ze zaczyna ona produkowaé nowe czastki fagowe. Wraz
z lizg komérki gospodarza wydostajg sie one na zewnatrz. Cykl lizogenny polega na zespoleniu
genomu fagowego z genomem gospodarza i tym samym fag (konkretnie, jego materiat
genetyczny) zostaje wprowadzony w stan uspienia. Forma taka okreslana jest mianem profaga,
a fagi inicjujace proces lizogenii okresla sie mianem fagéw fagodnych, umiarkowanych,
utemperowanych (temperate phages)!. Infekcja przewlekta charakteryzuje sie tym, ie
potomne czgstki fagowe sg produkowane przez zainfekowane komérki bakteryjne w réwnych
odstepach czasowych i wydzielane do srodowiska w pecherzykach. Podczas tego procesu nie
zachodzi liza komérki bakteryjnej. Wyrézniono takze stan zakazenia trwatego (ang. persistent
infection) okreslanego takze, jako stan pseudolizogenny?®.

Wsrod bakteriofagéw sq takie, ktdre zakazajg Scisle okreslony szczep bakterii, jak i takie,
ktére wykazujg specyficzno$¢ wobec kilku szczepéw bakteryjnych. Bakteriofagi zdolne do

“H. W. Ackermann, Bacteriophage observations and evolution; Res. Microbiol. 154; 2003; 245-251,

H. W. Ackermann, D. Prangishvili, Prokaryote viruses studied by electron microscopy. Arch Virol. 157,
2012:1843-9.

6). Demuth, H. Neve, K. P. Witzel, Direct electron microscopy study on the morphological diversity of
bacteriophage population in Lake PluRsee, Appl. Env. Microbiol. 59; 1993; 3378-3384,

A, Gorski, B. Weber-Dgbrowska; The potential role of endogenous bacteriophages in controlling invading
pathogens; Cell. Molec. Life Scien. 62; 2005; 511-519,

8. P. Boudko, S. V. Strelkov, J. Engel, J. Stetefeld; Design and crystal structure of bacteriophage T4 mini — fibritin
NCCF; J. Molec. Biol. 339; 2004; 927-935,

M. H. Adams; Bacteriophages; Interscience publishers, INC; New York 1959,

M. Weinbauer; Ecology of prokaryotic viruses; FEMS Microbiol. Rev. 28; 2004; 127-181

1) Letter, P. Boulanger, M. De Frutos, P. Jacquot; Channeling phage DNA through membranes: from in vivo to in
vitro; Res. Microbiol. 154; 2003; 283-287
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zakazania tylko jednego szczepu bakteryjnego nazywane s3 monowalentnymi, natomiast te,
ktore zakazaja kilka réznych szczepéw bakteryjnych, okresla sie jako poliwalentne??.

Fagi dzieki swojej specyficznosci wzgledem bakterii byly od dawna wykorzystywane do
diagnostyki infekcji bakteryjnych oraz lizotypii®-1*. Za specyficzno$¢ fagowa odpowiadaja
wspomniane powyzej biatka adhezyjne (adhezyny). Znajdujy sie one na ogonkach i/lub
widkienkach i uczestnicza w procesie rozpoznania i wigzania sie czastek fagowych z bakteriami.
Biatka adhezyjne (adhezyny) bakteriofagow uzna¢ moina za biatka markerowe, ktére
z powodzeniem mozna wykorzysta¢ do diagnostyki skazent bakteryjnych. Uzycie biatek do
konstrukcji biosensoréw jest korzystniejsze niz uzycie catych czgstek fagowych ze wzgledu na
lepsza stabilnos¢, czystosc, a takze mozliwosé wprowadzania kontrolowanych zmian w biatku
(np. ekspresja ze znacznikami) w celu ich immobilizacji do nosnika w scisle okreslonej
orientacji. Wybrane prace oryginalne bedace przedmiotem niniejszej rozprawy
habilitacyjnej, dotyczg zagadnien zwigzanych z wykorzystaniem adhezyny gp37 faga T4 do
konstrukcji wysoce czutego biosensora Swiattowodowego, wykrywajacego skazenia
bakteryjne, a takie do wykrywania obecnosci endotoksyny bakteryjnej
w $rodowisku wodnym. Ponadto w pracach opisano po raz pierwszy badania nad
specyficznoscia adhezyny gp37 wzgledem réznych LPS-6w bakteryjnych w obrebie rodziny
Enterobacteriaceae.

W swoich badaniach poszukiwatam biatek adhezyjnych naleigcych do ogonka
bakteriofagéow Klebsiella pneumoniae. Badania te doprowadzity mnie do odkrycia, iz biatka
nalezace do rodziny biatek tubularnych (Tail tubular proteins) oprécz funkcji adhezyjnej,
posiadajg takze aktywnos¢ enzymatyczng wobec powierzchniowych polisacharydéw
bakteryjnych. W wybranych pracach oryginalnych bedacych przedmiotem niniejszej
rozprawy habilitacyjnej opisana zostata nowoodkryta aktywno$¢ enzymatyczna biatek
ogonka bakteriofagéw KP. Wspomniane biatka okazaty sie by¢ enzymami hydrolizujgcymi
substraty (poli)cukrowe i wykazujacymi aktywnos¢ przeciwko tworzeniu sie biofilmu
bakteryjnego. Biatkom tubularnym dotychczas przypisywano jedynie funkcje
strukturalng/budulcowq. Wiedza ta zostata zweryfikowana. Biatka tubularne mogga by¢ takie
enzymami. Okreslane s3 obecnie jako biatka o podwdjnej funkcji: dual-function phage
proteins. Funkcja biatek ogonkéw bakteriofagdw nieustannie jest poznawana. Najnowsze
badania wskazuja, ze wiele biatek uznawanych za strukturalne posiada jednoczesnie funkcje
enzymatyczne wobec substratéw pochodzenia bakteryjnego. W obrebie tych biatek istnieje
ogromna réznorodnosé nie tylko substratowa ale i réznorodnosé zaréwno pod wzgledem ich
masy czgsteczkowej, jak i domen katalitycznych?®.

Adhezyna gp37 faga T4 jako czasteczka biosensorowa do konstrukcji czujnika
swiattowodowego skazen bakteryjnych

12M, Kantoch; Wybrane zagadnienia z nauki o bakteriofagach; Post.Hig.Med.Doéw. 10; 1956; 47-86

B3A. Przondo-Hessek; Podstawy lizotypii pateczek Klebsiella, 1. Rola struktur powierzchniowych pateczek
Klebsiella w wigzaniu bakteriofagdéw; Post. Hig. Med. Dosw.39; 264-310, (1985)

1A, Przondo-Hessek; Podstawy lizotypii pateczek Klebsiella. Il. Lizotypia w epidemiologii zakazen pateczkami
Klebsiella; Post.Hig. Med. Dosw.39; 407-439, (1985)

15D. P. Pires, H. Oliviera, L. D. R. Melo, S. Sillankorova, J. Azeredo; Bacteriophage-encoded depolymerases: their
diversity and biotechnological applications; Appl. Microbiol Biotechnol 100, 2141-2151 (2016)
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Fag T4 rozpoznaje i wigze O-swoisty region LPS bakterii £ coli B, a takze rozpoznaje
biatka btony zewnetrznej OmpC®®. Za to rozpoznanie i wigzanie odpowiada biatko adhezyjne
gp37. Gp37 jest jednym z czterech biatek wchodzacych w sktad dtugich widkien ogonkowych
bakteriofaga T4 i jest umiejscowione na koncu czesci dystalnej wtdkna'’. Adhezyna gp37 jest
trimerem o dtugosci nieco ponad 20 nm, w ktérym mozna wyrdzni¢ domene stanowigca
kotnierz (szerokos¢ ok. 0,45 nm) wydtuzong domene igly (szerokos¢ ok. 0,15 nm) i domene
glowy o szerokosci ok. 0,25 nm. Domena tworzaca gtowe jest najbardziej dystalnym
fragmentem biatka gp37 i to ona bierze udziat w rozpoznaniu i wigzaniu sie z bakterig®®.
Uzyskanie rekombinowanej formy biatka gp37 wymaga obecnosci dwéch biatek pomocniczych
(biatka gp57 i gp38), dzieki ktérym adhezyna jest prawidtowo pofatdowana i co gwarantuje jej
pézniejsza stabilno$él’. Badania wykazaly, ze gp37 wigze sie niezwykle specyficznie i z duzym
powinowactwem do LPS bakterii E. coli B. Stata dysocjacji (KD) uzyskana dla wigzania gp37
z LPS E. coli B jest rzedu 1077M, co stanowi statg dla wigzania sie enzymu z substratem. Dzieki
badaniom z uzyciem mikroskopii sit atomowych ustalono z kolei site, jaka jest potrzebna do
rozerwania tego kompleksu i jest to 70+29 pN (Publikacje 1, 3 wykazane w pkt b, zat. 3 pkt I.B
poz. 1, 3 oraz zat. 4 publ. 1i 3).

Wedtug postulatu Prehm’a oraz Waskhizaky’a oddziatywanie miedzy adhezyng gp37
a LPS zajdzie pod warunkiem, Ze posiada on w swojej strukturze przynajmniej jedng koricowg
glukoze bez rozgatezien'>?°, W wyniku przeprowadzonych badan powyiszy postulat nie zostat
potwierdzony, choéby w przypadku braku wigzania do LPS Hafnia alvei PCM 1189 (ktéry
posiada reszte glukozy nierozgatezionej w tancuchu O-specyficznym) przez gp37 (Publikacje 1,
2, 3 wykazane w pkt b, zat. 3 pkt I.B, poz. 1, 2, 3 oraz zat. 4 poz. 1, 2, 3). Sugeruje to, ze musza
by¢ spetnione dodatkowe warunki determinujgce zajscie tego oddziatywania.

Adhezyna gp37 bakteriofaga T4 stanowi model, ktéry postuzyt do opracowania metody
biofunkcjonalizacji powierzchni $wiattowodow z siatkami dtugookresowymi - LPFG (Long-
Period Fiber Grating) (Publikacje 1, 2, 7, 8, 9 wykazane w pkt. B, zat. 3, pkt I.B, poz. 3 oraz zat.
4 poz. 1,2,7,8,9). Ze wzgledu na obecno$¢ znacznika histydynowego (6H) na N-koricu biatka
mozliwa jest jego immobilizacja poprzez tworzenie komplekséw z jonami niklu. Ten rodzaj
immobilizacji sprawia, iz adhezyna jest przytagczona do powierzchni czujnika w $cisle okreslony
sposéb, eksponujac swoja czes¢ dystalng (odpowiadajacy za rozpoznanie i wigzanie bakterii)
do rozpuszczalnika. Metoda tworzenia komplekséw niklowych ze znacznikiem histydynowym
w biatku jest powszechnie znana, jednakie w przypadku funkcjonalizacji powierzchni
$wiattowodowych zostata w przytoczonych publikacjach opisana po raz pierwszy. Zostata ona
tak dopracowana, by z jednej strony nie zniszczy¢ delikatnej powierzchni $wiattowodu,

8D.Montag, S. Hashemolhosseini, U. Henning. Receptor-recognizing Proteins of T-even Type Bacteriophages
The Receptor-recognizing Area of Proteins 37 of Phages T4 Tula and Tulb, J. Mol. Biol. 216, 327-334. (1990).
YM. E. Cerritelli, J. S. Wall, M. N. Simon, J. F. Conway, and A. C. Steven, Stoichiometry and domainal organization
of the long tail-fiber of bacteriophage T4: a hinged viral adhesin.,” J. Mol. Biol., vol. 260, pp. 767-780, 1396

185, G. Bartual, J. M. Otero, C. Garcia-Doval, A. L. Llamas-Saiz, R. Kahn, G. C. Fox, and M. J. van Raaij, “Structure
of the bacteriophage T4 long tail fiber receptor-binding tip.,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 107, pp. 20287-
20292, 2010

19p, prehm , B. Jann, K. Jann, G. Schmidt, S. Stirm,Bacteriophage-T3 and bacteriophage-T4 receptor region
within cell wall lipopolysaccharide of Escherichia coli-B. } Mol Biol. 101;277-81 (1976).

A, Washizaki, T. Yonesaki, Y. Otsuka, Characterization of the interactions between Escherichia coli receptors,
LPS and OmpC, and bacteriophage T4 long tail fibers Microbiol., 5;1003-1015, (2016)
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a z drugiej, by mozliwe byto uzyskanie trwatej modyfikacji chemicznej. Ponadto metoda
biofunkcjonalizacji powierzchni LPFG pozwala na wielokrotne uzycie czujnika, co jest bardzo
duza jego zaleta (Publikacja 8 wykazana w pkt b, zat. 3 pkt I.B, poz. 8 oraz zal. 4 poz. 8).
Uzyskany czujnik zawierajacy adhezyne gp37 jako czasteczke biosensorowga moina
wykorzysta¢ do detekcji niektérych bakterii Gram ujemnych, w tym takze groZnych patogenéw
(Publikacje 2, 9, wykazane w pkt. B, zat. 3 pkt I.B, poz. 2, 9 oraz zat. 4 poz. 2, 9).

Biatka fagowe o podwdjnej funkcji - wykorzystanie w zwalczaniu biofilmu
bakteryjnego

Poszukiwania biatek adhezyjnych w obrebie bakteriofagéw K. pneumonie doprowadzity
do spostrzeienia, iz biatka tubularne, uznawane powszechnie za biatka
budulcowe/strukturalne (tworzace ogonek), posiadajg aktywnosé enzymatyczng (Publikacje 4,
6 wykazane w pkt b, zat. 3, pkt I.B, poz. 4, 6 oraz zat. 4 poz. 4, 6). Jest to istotne odkrycie,
swiadczace o ogromnej zmiennosci bakteriofagéw i ich mozliwosci przystosowawczych do
otaczajgcego Srodowiska (gospodarzy).

Ogdlnie wiadomo, iz do skutecznej infekcji bakterii fagi potrzebuja enzymoéw
depolimeryzujacych polisacharydy wchodzace w skfad otoczek, LPS, czy peptydoglikanu,
a takze do niszczenia polisacharydéw wydzielanych na zewnatrz przez bakterie. Polisacharydy
te tworzg gesty $luz i wchodzg w sktad biofilmu bakteryjnego. Do tej pory opisano szereg
fagowych depolimeraz polisacharydéw, ktére rdéznig sie zaréwno pod wzgledem masy
czgsteczkowej, specyficznodci substratowej, wymaganiami pH czy temperatury. Mozna je
podzieli¢ na hydrolazy (polisaharazy) (EC 3.2.1.X) oraz liazy polisacharydéw (EC 4.2.2.X)%.
Hydrolazy (najczesciej endoglukozydazy, endogalaktozydazy Ilub endoramnozydazy)
rozszczepiaja wigzanie glikozydowe, podczas gdy liazy trawig wigzanie miedzy
monosacharydem przy czwartym atomie wegla (C4) kwasu uronowego, z jednoczesnym
wprowadzeniem podwdjnego wigzaniem miedzy czwartym a pigtym atomem wegla tego
kwasu (mechanizm B-eliminacji)!®. Szczegblnie wazng funkcja, z punktu widzenia terapii
zakazen patogennych mikroorganizmoéw, jest zdolnos¢ depolimeraz polisacharydéw do
degradaciji egzopolisacharydéw wchodzacych w skiad biofilmu.

Tail tubular protein A (TTPA) to grupa biatek, posiadajagca nowoodkryte funkcje
enzymatyczne. TTPAgp31 z faga KP32 i TTPAgp44 z faga KP34 s3 biatkami o zblizonej masie
czasteczkowej (ok. 21 kDa), wykazuja jednak niewielki stopien homologii struktury
pierwszorzedowej (ok. 21%) i posiadaja odmienng specyficznos¢ substratowa. W wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono, iz TTPAgp31 jest a-1,4-glukozydaza, podczas gdy
TTPAgp44 wykazuje aktywnosc¢ trehalozydazy. W opisanej strukturze krystalicznej TTPAgp31
stwierdzono obecnoéé¢ domeny lektynowej, wigzgcej substraty cukrowe, a takze wyznaczono
potencjalne reszty katalityczne. Oba biatka w znacznym stopniu redukuja powstawanie
biofilmu bakteryjnego, odpowiednio TTPAgp31 wobec szczepu S. aureus i E. faecalis,
a TTPAgp44 wobec E. faecium, P. aeruginosa i B. subtilis (Publikacje 4, 6 wykazane w pkt b, zat.
3, pkt I.B, poz. 4, 6 oraz zat. 4 poz. 4, 6). Wiekszos¢ z wymienionych szczepéw jest patogenna,

2, w. Sutherland, Polysaccharases for microbial exopolysaccharides.Carbohydr. Polym.,38: 319-328, (1999)
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a dzieki biofilmowi stajg sie one oporne na stosowane leczenie antybiotykami. Biatka TTPA
dzieki swojej aktywnosci enzymatycznej s interesujgce pod katem ich potencjalnego
zastosowania w zwalczaniu opornosci na antybiotyki, wywotanej przez utworzenie bariery
fizycznej, jaka jest biofilm bakteryjny.

Podsumowanie wynikéw opisanych w wybranych do oceny publikacjach

1. E. Brzozowska*, M. Smietana*, M. Koba, S. Gérska, K. Pawlik, A. Gamian, W. J. Bock,
2015, "Recognition of bacterial lipopolysaccharide using bacteriophage-adhesin-coated long-
period gratings," Biosensors and  Bioelectronics, vol. 67, 93-99, DOl
10.1016/j.bios.2014.07.027, 1F201s: 7,476, MNiSW: 40, Lc: 35

Przedstawiona publikacja jest pierwszym doniesieniem dotyczagcym zastosowania
adhezyny bakteriofaga do konstrukcji biosensora swiattowodowego LPFG. Obecnie, wiele
uwagi poswieca sie konstruowaniu bez znacznikowych biosensoréw do detekcji skazen
bakteryjnych. Gtéwnym celem jest szybkie wykrywanie (w czasie rzeczywistym) danego
rodzaju bakterii, bez koniecznosci stosowania koniugatéw enzymatycznych czy fluorchroméw.
Swiattowodowe sensory LPFG s3 niezwykle atrakcyjnym rozwigzaniem, poniewaz posiadaja
wiele zalet: czuto$¢, odpornos¢ na zaktdcenia elektromagnetyczne, mate rozmiary oraz niska
wage, mozliwos¢ pracy w ekstremalnych warunkach, a takie, jak wspomniano wyzej,
mozliwos¢ detekcji w czasie rzeczywistym. W tego typu biosensorach istotna jest interakcja
pola zanikajgcego modu prowadzonego, czyli pola elektromagnetycznego obejmujgcego
zarbwno wnetrze S$wiattowodu, jak i niewielki obszar wokot niego, z otaczajacym
sSrodowiskiem. Parametrem, ktory jest mierzony to wspétczynnik zatamania srodowiska — RI
(Refractive Index). Biofunkcjonalizacja powierzchni czujnika polega na silanizacji z uzyciem
3-glicydyloksypropyltrzymetoksysilanu w celu wyeksponowania grup epoksydowych,
a nastepnie ich reakcji z grupy aminowg kwasu N-(-5-amino-1-karboksypentylo)
iminodwuoctowego. Kolejnym etapem jest przytaczenie jonéw niklu, ktére tworza kompleks
z histydynami znacznika 6H pochodzacego z biatka gp37. Biatko fagowe jest immobilizowane
do powierzchni czujnika, eksponujgc do Srodowiska domene wigzgcq bakteryjny receptor. Tak
przygotowany czujnik w sposéb jednoznaczny wykrywa oddziatywania miedzy biatkiem, a LPS
kontroli pozytywnej, w odréznieniu do LPS kontroli negatywne;.

W publikacji opisano badania oddziatywan miedzy adhezyng gp37 faga T4, a réznymi
LPS-ami bakteryjnymi. Badania miaty na celu sprawdzenie, z jakimi LPS-ami, innymi niz LPS
E. coli B, oddziatuje gp37. Wykorzystano metody biochemiczne takie jak Western blot i ELISA,
ale takze powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR) w systemie BlAcore. Okazato sie, ze
adhezyna oddziatuje wysoce selektywne jedynie z LPS E. coli B. Nie oddziatuje natomiast z LPS
E. coli 056 PCM 2372 czy LPS Hafnia alvei PCM 1189. Badania z wykorzystaniem biosensora
LPFG takze to potwierdzity.

Po raz pierwszy uiyto fagowej adhezyny do detekcji endotoksyny bakteryjnej
w biosensorze $wiattowodowym z siatkami LPFG. Biatko jest stabilniejsze niz cata czgstka
fagowa, a jego immobilizacja do powierzchni czujnika nie jest przypadkowa (przez losowo
wybrane reszty aminokwasowe),a odbywa sie przy udziale znacznika histydynowego i jest
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scisle ukierunkowana. Wykorzystano metode immobilizacji biatka rekombinowanego ze
znacznikiem histydynowym przy udziale jondw niklu. Biorgc pod uwage fakt, iz wiekszo$é
biatek rekombinowanych zawiera taki znacznik, metoda immobilizacji moze byé uniwersalna,
wykorzystana do wielu innych réznych biatek. Czujnik dzieki takiej metodzie funkcjonalizacji
moze by¢ uzyty wielokrotnie po usunieciu powstatego kompleksu biologicznego. Usuwanie
kompleksu przeprowadzi¢ mozna np. przy uzyciu kwasu wersenowego (EDTA) o stezeniu 350
mM.

2. E. Brzozowska*, M. Koba*, M. Smietana, S. Gorska, M. Janik, A. Gamian, W. J. Bock,
"Label-free Gram-negative bacteria detection using bacteriophage-adhesin-coated long-
period gratings" Biomedical Optics Express, vol. 7, no. 3, 829-840, 2016.
https://doi.org/10.1364/BOE.7.000829, IF2016: 3,337, MSiNW:35. Lc: 9

Niniejsza publikacja stanowi kontynuacje badan opisanych w poprzednim artykule
i dotyczy detekcji komérek bakteryjnych, a nie jak przedstawiono wyzej, bakteryjnych
endotoksyn (LPS). W przedstawionej publikacji po raz pierwszy zaprezentowano uzycie
czujnika LPFG zawierajgcego adhezyne gp37 faga T4 do detekcji bakterii w $rodowisku
wodnym. W wyniku prowadzonych prac badawczych skonstruowano biosensor, ktory oprocz
bakterii E. coli B (kontrola pozytywna) wykrywa takie bakterie E. coli K-12, E. coli 0111,
Klebsiella pnaumoniae O1, a takze Yersinia enterocolitica O1. Jako kontrole negatywng uzyto
bakterii Lactobacillus casei (LOCK919), ktére nalezg do grupy bakterii Gram-dodatnich.
Wykazano, iz adhezyna gp37 jest selektywna i nie wykrywa bakterii E. coli 056, a takze
Salmonella enterica. Jako metode referencyjng wykorzystano metode SPR z uzyciem systemu
BlAcore a takie ELISA. W systemie BlAcore wykonano pomiary w uktadzie analogicznym, jak
w przypadku biosensora LPFG. Adhezyna gp37 byta immobilizowana do powierzchni (ligand)
za pomocg jondw niklowych, bakterie znajdowaty sie w roztworze (analit). Wyniki uzyskane
z analizy w systemie BlAcore byly niejednoznaczne. Np. zaobserwowano watpliwy wynik dla
oddziatywania bakterii E. coli K-12 z adhezyng, podczas gdy czujnik LPFG wskazat
jednoznacznie, ze wigzanie to z pewnosciag wystepuje. Dzieki przeprowadzonym badaniom
udato sie¢ wykaza¢ zalety biosensora LPFG w stosunku do metod referencyjnych. Ponadto
potwierdzono fakt, ze gp37 wykorzystuje inne niz LPS receptory na powierzchni komdrek
bakteryjnych, prawdopodobnie biatka OmpC.

3. E. Brzozowska*, A. Lesniewski*, S. Sek, R. Wieneke, R. Tampé, S. Gorska, M. Jénsson-
Niedziétka and J. Niedzidtka-Jonsson*, Interactions of bacteriophage T4 adhesin with selected
lipopolysaccharides studied using atomic force microscopy, Scientific Reports 8, Article
number: 10935, -brak IF za 2018, IF2017: 4,122, MNiSW: 40, Lc:0

W przedstawionej publikacji po raz pierwszy wykonano badania dotyczace oddziatywan
adhezyny gp37 faga T4 z LPS E. coli B metodg spektroskopii sit atomowych z uzyciem
mikroskopu sit atomowych (ang. atomic force microscopy AFM). Jako kontrole negatywne
uzyto LPS-8w niewigzacych sie z adhezyng, a mianowicie LPS E. coli 0111:B i LPS Hafnia alvei
PCM 1189. W badaniach prezentowanych w publikacji, prébke badang (warstwe miki)
modyfikowano przy pomocy LPS, a sonde AFM modyfikowano biatkiem gp37. Sonde zblizano
do powierzchni modyfikowanej LPS-em, a nastepnie oddalano, rejestrujac site dziatajaca na
belke. Wyznaczono site potrzebng do rozerwania kompleksu LPS E .coli B-gp37 (kontrola
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pozytywna), ktéra wynosita 70+29 pN. Odnotowano takze niespecyficzne oddziatywania
miedzy adhezyng, a LPS-ami kontroli negatywnych, dla ktérych sita potrzebna do zerwania
powstatych komplekséw wynosita okoto 45 pN. W publikacji po raz pierwszy przedstawiono
dane dotyczace statej dysocjacji (KD) kompleksu LPS E. coli B —gp37, ktéra wynosi 1.05x10°7 M.
Swiadczy ona o wysokim powinowactwie adhezyny do LPS E. coli B i jest rzedu statej
charakterystycznej dla oddziatywania enzym-substrat. W publikacji wykazano, ze metoda
spektroskopii sit atomowych jest przydatna do pomiaréw oddziatywari miedzy LPS, a biatkami
fagowymi.

4. M. Smietana, M. Koba, E. Brzozowska, K. Krogulski, J. Nakonieczny, L. Wachnicki, P.
Mikulic, M. Godlewski, W. J. Bock, "Label-free sensitivity of long-period gratings enhanced by
atomic layer deposited TiO2 nano-overlays" Optics Express, vol. 23, no. 7, 8441-8453, 2015,
IF2015: 3,148, MNIiSW: 40, Lc: 36

W prezentowanej publikacji po raz pierwszy przedstawiono badania dotyczace
polepszenia czutosci biosensora LPFG poprzez optaszczenie powierzchni sensora dwutlenkiem
tytanu (TiO2). TiO; posiada wysoki indeks zatamania $wiatta (ang. High refractive index n), co
wplywa na wiekszg czutos¢ biosensora, jest odporny na wysokie temperatury oraz wysokie
napigcia elektryczne. Ponadto jest wysoce trwaty, posiada niskg absorpcje optyczng i daje sie
modyfikowa¢ biochemicznie. W prezentowanej publikacji po raz pierwszy zostata pokazana
modyfikacja powierzchni pokrytej TiO, przy uzyciu kwasu N-(5-amino-1-karboksypentylo)
aminodioctowego. Jest to metoda stuzaca do immobilizacji biatek posiadajacych znacznik
histydynowy. W prezentowanej publikacji przedstawiono zmodyfikowang (ulepszong) metode
biofunkcjonalizacji powierzchni czujnika LPFG wzgledem metody pierwotnej, przez co
delikatna struktura swiatlowodu oraz naniesiona powierzchniowa warstwa TiO; nie s
uszkadzane. Ponadto zoptymalizowana metoda jest tarisza, szybsza i mniej klopotliwa. Wedtug
badan opisanych w publikacji czuto$é czujnika LPFG z warstwg dwutlenku tytanu wzrasta
trzykrotnie w stosunku do czujnika pozbawionego warstwy TiO».

5. M. Koba*, M. Smietana, E. Brzozowska, S. Gérska, P. Mikulic, W. J. Bock, 2015,
"Reusable Bacteriophage Adhesin-coated Long-period Grating Sensor for Bacterial
Lipopolysaccharide Recognition," Journal of Lightwave Technology, vol. 33, no. 12, 2518-2523,
IF2015: 2,567, MNiSW: 35, Lc: 7

W prezentowanej publikacji przedstawiono mozliwo$¢ regeneracji biosensora LPFG,
ktérego powierzchnig biofunkcjonaliowano przy uzyciu kwasu N-(5-amino-1-karboksypentylo)
aminodioctowego. Metoda ta polega na tworzeniu komplekséw jonu niklowego z resztami
histydynowymi pochodzacymi ze znacznika biatkowego (6H). Metoda funkcjonalizacji
powierzchni czujnika jest kilkuetapowa i na etapie przylaczenia jonéw niklu moze by¢
odwracalna. W wyniku dziatania 0,35 M kwasu wersenowego (EDTA) usuwany jest kompleks
biatko-Ni**, a nastepnie moina ponownie dokonaé¢ immobilizacji biatka poprzedzona
immobilizacjg jondw niklu. W prezentowanej publikacji po raz pierwszy wykonano badania,
w ktorych niszczono utworzony kompleks: jony niklu — biatko — LPS i ponownie tg sama
powierzchnie czujnika poddawano biofunkcjonalizacji. Mozliwo$é regeneracji czujnika LPFG
jest ogromng zaletq i oszczedza zaréwno czas, jak i zmniejsza koszty detekgji.
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6. M. Koba*, M. Smietana, E. Brzozowska, S. Gérska, M. Janik, P. Mikulic, A. Cusano, W.
J. Bock, "Bacteriophage Adhesin-Coated Long-Period Grating-Based Sensor: Bacteria Detection
Specificity," Journal of Lightwave Technology, vol. 34, no. 20, 2016, IF16: 3,671, MNiSW: 35,
Lc: 9

W prezentowanej publikacji przedstawione sg badania i szczegétowa analiza danych
uzyskanych z pomiaréw oddziatywan biosensora LPFG zawierajgcego adhezyne gp37 faga T4
z bakteriami: E. coli B, E. coli K12, Salmonella enterica. Jest to kontynuacja wczes$niejszych prac,
w ktérych wykazano, ze gp37 oprécz szczepdw E. coli B rozpoznaje takze szczepy E. coli K12.
Jako metody referencyjnej uzyto testu ELISA, w ktdrej uzyskane wyniki byty zbiezne z wynikami
uzyskanymi po pomiarach z wykorzystaniem biosensora LPFG. Najwyiszy sygnat detekcji
odnotowano dla E. coli B (kontrola pozytywna), przy czym sygnat detekcji dla E. coli K-12 byt
dwukrotnie nizszy w stosunku do kontroli pozytywnej. Dane w publikacji po raz kolejny
potwierdzity fakt, iz opracowany czujnik LPFG jest doskonatym narzedziem do bez
znacznikowe] detekcji bakterii w srodowisku wodnym, w czasie rzeczywistym.

7. E. Brzozowska¥*, A. Pyra*, K. Pawlik, M. Janik, S. Gorska, N. Urbarnska, Z. Drulis-Kawa,
A. Gamian. Hydrolytic activity determination of Tail Tubular Protein A of Klebsiella pneumoniae
bacteriophages towards saccharide substrates, Scientific Reports 7, Article number: 18048
2017, d0i:10.1038/541598-017-18096-1, IF2017: 4,122 MNiSW: 40, Lc:0

W przedstawionej publikacji po raz pierwszy opisano biatka tubularne z grupy A,
nalezace do biatek ogonka bakteriofagow, ktére oprécz funkcji strukturalnej posiadajg takze
aktywnos¢ enzymatyczng wobec substratéw sacharydowych. W publikacji opisano dwa biatka
TTPAgp31 oraz TTPAgp44, ktére pochodzity od dwdch réznych bakteriofagéw K. pneumoniae.
Pomimo iz oba biatka pod wzgledem strukturalnym, jak i masy czgsteczkowej, wykazujg duze
podobienstwo, to ich specyficznos¢ rézni sie. Biatko TTPAgp31 jest a-1,4-glukozydaza, dla
ktdrej substratami sg zaréwno maltoza jak i skrobia. Biatko TTPAgp44 wykazuje aktywnosé
wobec trehalozy i nie trawi maltozy. Oba biatka wykazujg aktywnos¢ wobec biofilmu
bakteryjnego, TTPAgp31 hamuje wzrost biofilmu szczepdw E. faecalis, P. aeruginosa i K.
pneumoniae, natomiast TTPAgp44 jest aktywne wobec biofilmu szczepéw P. aeruginosa,
B. subtilis i E. faecium. Nalezy podkresli¢, ze odkryta funkcja biatek tubularnych wskazuje na
ogromng réznorodnos¢ wsrod depolimeraz fagowych i zdolnosci przystosowawcze tych
wirusow do otaczajgcego srodowiska. W celu poznania mechanizmu katalitycznego obu biatek
wytypowano reszty aminokwasowe, ktére mogg by¢ odpowiedzialne za hydrolize substratéw
cukrowych. Wymaga to eksperymentalnego potwierdzenia.

8. A. Pyra*, E. Brzozowska*, K. Pawlik, A. Gamian, M. Dauter & Z. Dauter, Tail tubular
protein A: a dual-function tail protein of Klebsiella pneumoniae bacteriophage KP32, Scientific
Reports 7, Article number: 2223, 2017,d0i:10.1038/s41598-017-02451-3, [Fz017: 4,122,
MNIiSW: 40, Lc:1

W prezentowanej publikacji po raz pierwszy opisano strukture krystaliczng biatka
TTPAgp31 nalezacego do bakteriofaga KP32. Biatko to w krysztale przyjmuje postaé tetrameru
zawierajacego zwartg domene a-helikalng z jednej strony, oraz B-skrety i petle z drugiej.
Monomery sg niemalze identyczne. Biatko TTPAgp31 posiada domene lektyno-podobna, ktéra
odpowiada za wigzanie substratéw cukrowych, a takze domene katalityczna zlokalizowanga na
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C-koricu biatka. W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, iz biatko to hydrolizuje
egzopolisacharyd otoczkowy szczepu K. pneumonie, a takie egzopolisacharyd wchodzacy
w sktad sluzu bakteryjnego, co oznacza, ze moze by¢ ono wykorzystane do niszczenia biofilmu
bakteryjnego. Publikacja zostata wyrézniona Diamentem za najlepsza publikacje z dziedziny
krystalografii biatek za rok 2017 przez Komitet Krystalografii PAN.

9. E. Brzozowska*, J. Bazan, A. Gamian, The functions of bacteriophage proteins,
Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej (Advances in Hygiene and Experimental
Medicine); 65:167-76, 2011, IF2011: 0,654, MNIiSW: 15, Lc:4

W prezentowanej publikacji zebrany jest opis dotyczacy roli biatek fagowych, ze
szczegoinym uwzglednieniem biatek adhezyjnych (adhezyn) oraz biatek enzymatycznych.
Zaprezentowane s3 mozliwosci wykorzystania biatek fagowych w zyciu cztowieka; np.
wykorzystanie enzymow fagowych do zwalczania zakazen bakteryjnych, czy wykorzystanie
adhezyn do detekcji skazen i/lub zakazen bakteryjnych.

Bakteriofagi stanowig niewyczerpane zrédto do badan. Horyzontalny przeptyw genéw
jest przyczyna ich zmiennosci genetycznej, a co za tym idzie, jest przyczyng pojawiania sie
biatek, ktére nabywajg réine funkcje. Badajac biatka fagowe, poznajemy niezwykta nature
fagéw, uczymy sie ich wspotdziatania ze sSrodowiskiem. Bakteriofagi dostarczajg nam narzedzi,
ktére wykorzystujemy z powodzeniem do poprawy naszego zycia.

Cecha wspdlng przediozonych publikacji jest praktyczne wykorzystanie biatek
bakteriofagowych do detekcji i zwalczania patogennych bakterii, ktore moga zagrazaé
zdrowiu i Zyciu ludzi i zwierzat. Uzycie biatek jest korzystniejsze niz uzycie catych czastek
fagowych, ze wzgledu na to, iz biatka sg bardziej stabilne, manipulacja w obrebie biatka
powoduje bardziej przewidywalne efekty niz manipulacja na catym bakteriofagu, ktory
dodatkowo zmienia sie ze wzgledu na horyzontalny transfer genéw. W prezentowanych
publikacjach po raz pierwszy adhezyna fagowa zostata wykorzystana do konstrukcji niezwykle
zaawansowanego biosensora do detekcji skazen srodowiska. Przy udziale metod SPR. tj.
BlAcore i Pall ForteBio: Octet RED96 System, a takze AFM i ELISA uzupetniono wiedze dotyczaca
oddziatywania adhezyny gp37 faga T4 z receptorem LPS. Odkryto nowg funkcje biatek
tubularnych nalezgcych do ogonkdéw fagowych fagéw KP. Wspomniana funkcja to hydroliza
substratéw cukrowych, ktéra pozwala na stosowanie tych biatek np. w przemysle spozywczym,
ale takze farmaceutycznym.

ZA NAJWAZNIEISZE OSIAGNIETE REZULTATY UWAZAM:

e Opracowanie uniwersalnej metody biofunkcjonalizacji powierzchni biosensoréw LPFG,
pozwalajgcej na odwracalng immobilizacje biatek posiadajgcych znacznik histydynowy.
Metody, ktora pozwala na regeneracje powierzchni czujnika, bez utraty jego czutosci,
a immobilizacja bioczgsteczki jest $cisle ukierunkowana.

e Wytworzenie wysoce czutego, bez znacznikowego biosensora LPFG zawierajgcego
adhezyne gp37 faga T4 do detekcji w czasie rzeczywistym obecnosci w Srodowisku
wodnym bakterii oraz endotoksyn.
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e Okreélenie specyficznosci adhezyny gp37 faga T4 wobec bakteryjnych
Lipopolisacharydéw (LPS), a takie wobec szczepéw bakteryjnych.

e Wyznaczenie sity wigzania i okreslenie powinowactwa adhezyny gp37 faga T4 do LPS
E.coliB.

e Odkrycie nieznanej dotgd funkcji enzymatycznej fagowych biatek tubularnych (TTPA)
uznawanych dotychczas za biatka strukturalne/budulcowe.

e Okreslenie specyficznosci substratowej biatek TTPA wobec substratow cukrowych,
a takze wobec bakteryjnych polisacharydéw.

e Wykazanie potencjalnego zastosowania biatek TTPA do zwalczania biofilmu
bakteryjnego.

e Okreslenie struktury krystalicznej biatka TTPA.

Przedstawiony do oceny cykl prac obejmuje zagadnienia badawcze stanowigce przedmiot
moich zainteresowan naukowych:

- badanie funkcji biatek ogonka bakteriofagéw, w tym funkcji adhezyjnych i enzymatycznych,
- badanie oddziatywar miedzyczasteczkowych,

- badania z zakresu biologii molekularnej, tworzenie konstruktéw genetycznych i wydajne
uzyskanie biatek rekombinowanych w bakteryjnych systemach ekspresyjnych,

- badania strukturalne biatek bakteriofagowych,
- badanie natury biologicznej bakteriofagdw,

- wykorzystanie biatek fagowych do wysokoczutej, bez znacznikowej detekcji skazen
bakteryjnych poprzez konstrukcje czujnikéw LPFG.

5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Podsumowanie

Mdj dorobek naukowy w sumie obejmuje wspoétautorstwo w 35 artykutach
oryginalnych i przegladowych: 27 pracach opublikowanych w czasopismach znajdujacych sie
w bazie Journal Citation Reports (jako pierwszy autor - 5 prac, autor korespondencyjny — 8
prac), wspotautorstwo w 8 pracach spoza bazy JCR, 19 komunikatach zjazdowych oraz 4
referatach wygtoszonych na konferencjach naukowych. Jestem wspétautorem 5 patentéw (w
tym 4 miedzynarodowych). Sumaryczny wspdtczynnik wptywu (IF, impact factor) wszystkich
prac wynosi 84,519, a suma punktéw MNiSW: 852. Do dnia 13.07.2018 r., wedtug bazy Web of
Science (WoS All Database) (dla Brzozowska, Zuziak), prace byty cytowane 191 (157 bez
autocytowan) razy, indeks Hirscha wynosi 7.

taczny IF dziewieciu prac objetych rozprawg habilitacyjng wynosi 33,219 (320 punktéw
MNIiSW) przy ilosci cytowan 102 (13.07.2018)
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Obecnie, w ramach dziatalnosci naukowej jestem kierownikiem projektu badawczego
SONATA BIS 7 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki oraz wykonawca w projekcie
TANGO 2 (Wspdlne przedsiewziecie Narodowego Centrum Nauki i Narodowego Centrum
Badarn i Rozwoju). Bytam kierownikiem grantu SONATA 2 (2012-2017), a takze wykonawca
w ramach grantu SONATA 3 (2013-2017) i OPUS 9 finansowanych przez Narodowe Centrum
Nauki. Bratam udziat w realizacji dwéch grantéw finansowanych przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego oraz jednego grantu finansowanego przez Komitet Badan Naukowych.
Bytam cztonkiem zespotu w dwdch miedzynarodowych projektach badawczych finansowanych
ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach Programu Operacyjnego Wspdtpracy Transgranicznej
Republika Czeska - Rzeczpospolita Polska 2007 — 2013. Bratam udziat w pracach projektowych
kanadyjskiego osrodka Photonics Research Center (PRC) UQO: Discovery, Strategic i Engage
Grant, ufundowane przez kanadyjski Natural Sciences and Engineering Research Council of
Canada (NSERC). Bytam wykonawcg w projekcie kluczowym Biomed (WCB EIT+) realizowanym
w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, a takie bytam wykonawcg
w projekcie finansowanym przez Unie Europejskq z europejskiego funduszu rozwoju
regionalnego i budzetu panstwa.

A) PRZEBIEG PRACY NAUKOWEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

W latach 1997-2002 studiowatam na dwczesnym Wydziale Nauk Biologicznych na
kierunku Biotechnologia na Uniwersytecie Wroctawskim. W 2002 roku obronitam prace
magisterska zatytutowang: “Nowe roslinne inhibitory proteinaz serynowych. lzolacja inhibitora
trypsyny z bulw czosnku”. Prace magisterskg realizowatam pod kierunkiem dr Ireny Lorenc-
Kubis w Zaktadzie Enzymologii Instytutu Biochemii i Biologii Molekularnej kierowanym przez
prof. dr hab. Tadeusza Wilusza. Podczas swojej pracy magisterskiej wyizolowatam z czosnku
inhibitor trypsyny, ktéry zostat przeze mnie scharakteryzowany pod wzgledem masy
czasteczkowej oraz sekwencji aminokwasowej. W tym samym roku rozpoczetam studia
doktoranckie na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego w Zaktadzie Krystalografii pod
kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza Lisa. Przez dwa lata uczytam sie dziedziny krystalografii,
a gtédwnie krystalografii biatek. Zajmowatam sie izolacjg inhibitoréw proteinaz serynowych
z nasion dziwaczka (Mirabilis jalapa) oraz ich charakterystyki pod wzgledem struktury
pierwszorzedowe;j, a takze aktywnosci inhibitorowej wobec trypsyny (zat. 3 pkt II.A, poz. 16).
Podczas tego okresu prowadzitam takze zajecia dydaktyczne z zakresu chemii organicznej ze
studentami z Wydziatu Nauk Biologicznych na kierunkach Biologii i Biotechnologii. W 2004 roku
rozpoczetam prace jako wolontariuszka przy projekcie realizowanym w Laboratorium
Mikrobiologii Lekarskiej w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda PAN we Wroctawiu. W tym samym roku zmienitam kierunek swoich badan
i rozpoczetam studia doktoranckie w IITD, PAN pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Gamiana.
Tematem mojej rozprawy doktorskiej byly badania dotyczace obecnosci naturalnych
przeciwciat przeciwfagowych w surowicy ludzkiej. Badania prowadzone byty w ramach
projektu finansowanego przez Komitet Badarh Naukowych (KBN) 3P05A/020/23 i dotyczyty
posrednio wptywu przeciwciat przeciwfagowych w terapii fagowej. W éwczesnym czasie przy
IITD powstawat Osrodek Terapii Bakteriofagowej, ktérego zatozycielem jest prof. dr hab.
Andrzej Gorski, i zagadnienie dotyczace naturalnie wytworzonych przeciwciat
przeciwfagowych byto niezwykle istotne do ewentualnego wyjasnienia przyczyn
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niepowodzenia stosowanej terapii. W tamtym czasie byty dostepne doniesienia literaturowe,
na temat powstawania przeciwciat przeciwko bakteriofagom u ludzi poddanych terapii
fagowej, nie byto doniesiert dotyczacych przeciwciat powstatych samoistnie (bez celowego
indukowania odpowiedzi immunologicznej na antygeny fagowe). Ponadto skupiano sie takze
na opracowaniu metody oczyszczania bakteriofagéw do ich stosowania terapeutycznego. Takie
preparaty lecznicze powinny byty zawiera¢ aktywne fagi i jak najmniej bakteryjnych
zanieczyszczen w postaci lipopolisacharydéw, ktére mogg wywotywac wstrzas septyczny.
W ramach pracy doktorskiej opracowatam wydajng metode namnazania oraz oczyszczania
bakteriofagdw ogonkowych, modelowego faga T4 oraz dwodch fagéw obecnych
w Owczesnym czasie w populacji ludzkiej na terenie Wroctawia. Celem opracowanej metody
miato by¢ uzyskanie mozliwie najwyzszego miana bakteriofagéw pozbawionych zanieczyszczen
bakteryjnych, gtéwnie LPS (zat. 3 pkt II.B, poz. 1, 2, 3). Po raz pierwszy do okreslenia ilosci
przeciwciat przeciwfagowych zostat uzyty test ELISA, a takie techniki Western blot.
Opracowatam test do oznaczania przeciwciat przeciwfagowych dla trzech bakteriofagéw,
a takze opracowatam warunki dtugotrwatego przechowywania preparatéw fagowych w formie
zliofilizowane]. Na przeprowadzenie czesci badan w ramach pracy doktorskiej uzyskatam
finansowanie w postaci grantu promotorskiego finansowanego przez Ministerstwo nauki
i Szkolnictwa Wyiszego (MNiSW) N402 072 32/2319. Wiekszo$¢ wynikéw powstatych podczas
mojego doktoratu jest przedmiotem patentéw (zat. 3 pkt II.B, poz. 1, 2, 3), a takze zostaty
prezentowane na wyjazdach konferencyjnych (zat. 3, pkt II.E poz.1, pkt 1l.K, poz. 2, 3, pkt I11.B,
poz. 4)

Podczas studiow doktoranckich opanowatam metodyke oznaczania endotoksyny
w preparatach biologicznych z wykorzystaniem testu LAL. W tym celu przesztam specjalistyczne
szkolenia z zakresu przeprowadzania i interpretacji wynikdw uzyskanych w tym tescie.
Trudno$¢ wykonania testu metoda LAL ( Limulus Amebocyte Lysate) ogdlnie polega na
catkowitym wyeliminowaniu endotoksyny bakteryjnej z otoczenia. W swoich badaniach
wielokrotnie stosowatam test LAL do oznaczania endotoksyny w prébkach biologicznych
takich, jak surowica (zat. 3, pkt Il.A, poz. 6, pkt II.B, poz. 1, pkt I1.K, poz. 1, pkt IIl.B, poz. 3).
Bytam zaangazowana rowniez w analize obecnosci endotoksyny w preparatach mikroRNA
stosowanych do leczenia choréb niedokrwiennych u ludzi. Oznaczenia endotoksyny
wykonywatam na zlecenie dr Dagmary Baczynskiej z Zaktadu Technik Molekularnych
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

B) PRZEBIEG PRACY NAUKO WEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Po obronie pracy doktorskiej w 2009 roku zostatam poczatkowo zatrudniona w EIT+ na
stanowisku adiunkta, a nastepnie objetam stanowisko asystenta w IITD, PAN. W roku 2014
startowatam w konkursie na Adiunkta w IITD i konkurs ten wygratam. W IITD, PAN pracuje do
dnia dzisiejszego

Praca naukowa od czaséw studiow I-szego stopnia (licencjackich) stata sie moja pasjg
i od tamtego czasu rozwijatam i rozwijam nadal swoje zainteresowania naukowe dotyczace
zagadnien opisanych ponizej. Wiekszo$¢ tematéw badawczych realizuje we wspotpracy
z kolezankami i kolegami z IITD PAN oraz z innych osrodkéw naukowych, krajowych
jak i zagranicznych. Méj udziat w réznych projektach i zadaniach badawczych zaowocowat
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powstaniem publikacji, patentéw, a takie doniesien naukowych prezentowanych na
konferencjach, co zebratam szczegétowo i opisatam w zatgczniku nr 3. Duza cze$¢ tematdw byta
przedmiotem prac magisterskich, ktére wykonane byly pod mojg opieka (zat. 3, pkt lll.J, poz.1).
Bardzo chetnie dziele sie swojg wiedza i doswiadczeniem ze studentami i czuje sie
w obowiazku, zeby zapewnié im jak najwyisza jakos¢ przekazywanej im wiedzy. Jestem
niezwykle usatysfakcjonowania, jesli udaje mi sie zaszczepic pasje badawczg i cheé poznawania
i zgtebiania wiedzy przez mtodych ludzi.

B.1. Wykorzystanie adhezyn fagowych w detekcji bakteryjnych skazen s$rodowiskowych
z uzyciem nowoczesnych czujnikéw swiattowodowych oraz czujnikédw mikrofalowych

Adhezyny bakteriofagowe i mozliwosci ich wykorzystania sg gtéwnym zagadnieniem
badawczym, ktérym zajmuje sie w swojej pracy naukowej. Poczgtkowo adhezyny interesowaty
mnie pod katem wykorzystania ich do opracowania metodologii oznaczania przeciwciat
antyfagowych u ludzi, co byto istotne z puntu widzenia terapii fagowej. Nastepnie, rozwijatam
koncepcje uzycia tych biatek jako czastek specyficznie rozpoznajacych receptory
powierzchniowe bakterii, co miatlo na celu detekcje zakazen i skazen srodowiskowych
bakteriami patogennymi, a takie zwalczanie patogendéw. Swoje badania rozpoczetam
poczatkowo na biatku gp37, adhezynie modelowego faga T4. Izolacja i oczyszczanie tego biatka
z materiatu biologicznego w ilosci miligramowej jest w praktyce niemozliwa, z tego tez wzgledu
dzieki uprzejmosci prof. Mark J van Raaij z Narodowego Centrum Biotechnologii w Hiszpanii,
uzyskatam gotowy konstrukt genetyczny do ekspresji tego biatka. W toku prowadzonych przeze
mnie badan dokonatam charakterystyki specyficznosci gp37 wobec bakterii oraz LPS, a takze
biatek OmpC réznych szczepéw bakteryjnych z rodziny Enterobacteriaceae (publ. pkt b, poz. 1,
2,3,9, zat. 3pkt I.B, poz.1, 2, 3,9 oraz zat. 4 poz. 1, 2, 3, 9). Przy uzyciu syntetycznych peptydéw
okreslitam krétkie sekwencje aminokwasowe, ktére determinujg odziatywanie tego biatka
z LPS pochodzacego z E. coli B (zat. 3, pkt Il.D poz. 1), a takze okreslitam site wigzania i statg
dysocjacji do receptora bakteryjnego (publ. pkt b, poz. 3, zat. 3, pkt |.B, poz. 3 oraz zat. 4, poz.
3).

Praktyczne mozliwosci wykorzystania adhezyny gp37 zostaty ukazane podczas prac
interdyscyplinarnych nad nowoczesnymi uktadami biosensorowymi. Badania prowadzone byty
we wspotpracy z zespotem dr hab. inz. Mateusza Smietany z Politechniki Warszawskiej,
zespotem dr hab. inz. Joanny Niedziétki-Johnsson z Instytutu Chemii Fizycznej PAN, a takze
z zespotem prof. Wojtka Bocka z Photonics Research Center w Kanadzie. Badania zostaty
rozszerzone takze o opracowanie czujnika mikrofalowego przy wspétpracy z zespotem dr hab.
inz. Stawomira Gruszczynskiego z Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie. Dzieki wyiej
wspomnianej wspoétpracy skonstruowano prototyp bez znacznikowego czujnika LPGF o bardzo
wysokiej czutosci do detekcji wybranych bakterii oraz endotoksyn bakteryjnych w srodowisku
wodnym. Badania dotyczace prac nad konstrukcjg czujnika Swiattowodowego realizowane byty
w ramach projektu, ktérego bytam kierownikiem (nr 2011/03/D/NZ7/02054) finansowanego
ze $Srodkdw Narodowego Centrum Nauki. Wiekszo$¢ uzyskanych wynikéw byta opisana
w publikacjach stanowigcych cykl habilitacyjny, (zat. 3, pkt 1.B, poz. 1, 2, 3, 7, 8, zat. 3, pkt Il.A,
poz. 1) oraz byty prezentowane na konferencjach naukowych (zat. 3, pkt III.B, poz. 8, 9, 14).
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Obecnie prowadzone s3 badania nad czujnikiem wykrywajacym skazenia bakterig
E. coli 0O157H7. Patogen ten odpowiada za schorzenia w obrebie uktadu pokarmowego oraz
moczowego. Jest przyczyng powiktan schorzen nadnerczy oraz moze prowadzi¢ do groznego
zespotu hemolityczno-mocznicowego. Jest to najczesciej wystepujacy patogen w Stanach
Zjednoczonych i Kanadzie. Z tego tez wzgledu, w ramach projektu: ,,NSERC/SPI Industrial
Research Chair in photonic sensor systems for safety and security monitoring" (No: 491271 -
14) finansowanego przez Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada
(NSERC) i Security & Protection International (SPl), trwaja prace nad skonstruowaniem
biosensora LPFG. Do tej pory przy uzyciu metody phage display wytypowany zostat peptyd,
ktéry specyficznie rozpoznaje E. coli 0157:H7. Badania dotyczace jego specyficznosci sg
prowadzone z wykorzystaniem techniki BIAcore. Ponadto trwajg prace nad skonstruowaniem
biosensora LPFG do wykrywania E. coli 0157:H. Bedg one przedmiotem pracy doktorskiej
Moniki Janik, w ktérej petnie funkcje promotora pomocniczego (zat. 3, pkt lIl.K, poz. 1).

B.2. Dwu-funkcyjne biatka ogonka bakteriofagéw- okreslenie funkcji oraz mechanizmu
dziatania wobec substratéw (poli)sacharydowych

Poszukiwania biatek adhezyjnych w bakteriofagach K. pneumonie skutkowato
odkryciem, iz biatka tubularne ogonka, uznawane dotychczas za biatka strukturalne posiadaja
aktywnos$¢ enzymatyczng. Biatka tubularne ogonka (TTP) bakteriofagéw tworzg dwie rodziny
biatek A i B. Do biatek TTPA nalezg biatka o niskiej masie czgsteczkowej (ok.20 kDa), a do biatek
TTPB biatka o masie czasteczkowej wynoszacej ok. 90 kDa. Szybka analiza poréwnawcza
homologi sekwencji aminokwasowej z wykorzystaniem bazy NCBI wykazata, iz jest ponad 100
biatek TTP w obrebie obu grup u réznych bakteriofagéw. Kolejnym ciekawym zagadnieniem
jest réznorodna specyficznos¢ tych biatek wobec substratéw cukrowych. Mechanizm dziatania
tych nowoodkrytych enzyméw jest obecnie przedmiotem moich badan. W tym celu zajmuje
sie wprowadzaniem mutacji punktowych aminokwaséw potencjalnie wchodzacych w sktad
triady katalitycznej tych enzyméw. Nastepnie, sprawdzana jest aktywnos$¢ enzymatyczna
w odniesieniu do niezmutowanego biatka. Badania dotyczace biatek TTP byly i nadal s3
prowadzone we wspétpracy z dr Krzysztofem Pawlikiem z Laboratorium Biologii Molekularnej
Mikroorganizméw w IITD, prof. dr hab. Zuzanna Drulis- Kawg z Uniwersytetu Wroctawskiego,
a takze z prof. Mikaelem Skurnikiem z Uniwersytetu Helsinskiego. Bardzo wazng cze$cig badan
biatek TTP sg badania strukturalne we wspétpracy z dr Anng Pyrg z Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego oraz zespotem prof. Zbigniewa Dautera z National Center
Institute w USA, a takze prof. Gino Cingolani z Jefferson University w USA. Dzieki badaniom
strukturalnym zostata wytypowana domena wigzaca substraty cukrowe, domena katalityczna
oraz domena odpowiedzialna za dimeryzacje biatka gp31 TTPA pochodzacego z faga KP32.
Obie grupy biatek tubularnych A i B s3 badane w bakteriofagach yersinia enterocolitica.
Dotychczasowe wyniki byly przedmiotem jednego zgtoszenia patentowego (zat. 3, pkt 11.B, poz.
5) zostaty opisane w publikacjach (Publikacja 4, 6 pkt b, zat. 3, pkt I.B, poz. 4, 6, zat. 4, poz. 4,
6), oraz byly prezentowane na konferencjach naukowych (zat. 3, pkt 11.B, poz. 12, 15, 17, 18,
pkt Il.K, poz. 4). Uzyskane wyniki beda przedmiotem rozprawy doktorskiej pani Karoliny Filik,
w ktdrej petnie funkcje promotora pomocniczego (zat. 3, pkt Ill.K, poz. J).
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B.3 Immunochemiczna i biochemiczna charakterystyka bakteryjnych receptoréw
rozpoznawanych przez fagi.

Szczepy Pseudomonas aeruginosa nalezg do szczepéw patogennych, a dodatkowo
nabywaja opornoé¢ wobec stosowanych antybiotykéw. W badaniach uzyto dwdch izolatéw
P. aeruginosa pochodzacych z niegojacej sie rany ,,stopy cukrzycowej” pacjenta. Wyizolowano
dwa szczepy oporne na antybiotyki. Po zastosowaniu preparatu faga F8, bakterie szczepu
oznaczonego jako PARS0 ulegaty zniszczeniu. Dalsze badania wykazaty, ze za niszczenie bakterii
odpowiada biatko fagowe zidentyfikowane jako PP141_gp30. Kolejne badania ujawnity, ze
biatko to jest proteinaza serynowg, a gtéwnym jego receptorem na powierzchni komérki
bateryjnej jest biatko porynowe. Zdjecia z mikroskopu elektronowego jednoznacznie pokazujg,
ze w wyniku dziafania tego biatka komérki szczepu PARSO ulegaja catkowitej degradacii,
podczas gdy komérki szczepu PAR21 (inny izolat oporny na antybiotyki) w znacznym stopniu
zmieniajg swoja morfologie. Opisane badania $3 przedmiotem pracy doktorskiej. W czesci
dotyczacej badan z bakteriofagiem i biatek fagowych petnitam opieke merytoryczng (zat. 3, pkt
lI.B, poz. 10). Wyniki uzyskane z tych badar zalazty sie w publikacji, ktéra jest obecnie
recenzowana.

B.4. Charakterystyka immunoreaktywnych antygendéw biatkowych obecnych na powierzchni
Streptococcus agalactiae

Paciorkowce grupy B (Streptococcus agalactiae, Group B Streptococcus, GBS) to
bakterie komensalne zasiedlajace uktad pokarmowy cztowieka. U kobiet mog3 takze bytowa¢
w pochwie. Ich nosicielstwo nie powoduje zazwyczaj zadnych objawdw, ale bakterie te staja
sig niezwykle groine w momencie, gdy na zakaienie GBS narazony zostanie ptdd lub
noworodek. W latach 70tych $miertelnoé¢ noworodkéw zarazonych Streptococcus agalactiae
wynosita az 50%. Obecnie okoto 10-30% kobiet w cigzy jest zarazonych paciorkowcem z grupy
B, a problem zwigzany z infekcjami u noworodkéw nadal wystepuje. W celu niedopuszczenia
do infekcji noworodkéw przez GBS, stosuje sie diagnostyke prenatalng, a w przypadku
nosicielstwa, podawane s3 antybiotyki. GBS sq réwniez niebezpieczne dla oséb z obnizong
odpornoscig oraz dla osdb starszych. Najlepszym rozwigzaniem zapobiegajgcym zakazeniom
powodowanym przez GBS jest szczepionka. Dr hab. Monika Brzychczy-Wtoch z Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie prowadzi badania nad wytypowaniem
immunoreaktywnych biatek nalezacych do szczepéw GBS i mozliwosci zastosowania ich jako
antygenow, sktadowych szczepionki ,a takze w celach diagnostycznych. W ramach projektu nr
2013/09/B/Nz6/00801, finansowanego w latach 2014 - 2018 ze $rodkéw Narodowego
Centrum Nauk wspélnie udato nam sie dokona¢ analizy biatek pochodzacych z 60 szczepéw
GBS pod katem ich immunoreaktywnosci wobec surowic pacjentek (nosicielek lub kobiet
zakazonych GBS, a takze zakazonych noworodkéw). W wyniku przeprowadzonych badan
wytypowano cztery biatka szczepéw GBS, ktére byty immunoreaktywne wobec surowic oséb
zakazonych lub nosicieli. Wyniki badan 53 zawarte w publikacji (zat. 3, pkt Il.A, poz. 5), byty
prezentowane na konferencjach naukowych, a takze sq przedmiotem patentu (zat. 3, pkt I1.B,
poz. 4, pkt II.C, poz. 1). Kolejnym etapem naszej wspotpracy bylo okreélenie epitopéw
znajdujacych sie na biatkach immunoreaktywnych (antygenach), ich synteza chemiczna i préba
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opracowania testu diagnostycznego, a takze szczepionki przeciwko zakazeniom GBS (zat. 3, pkt
IlLA, poz. 4). Prace w dalszym ciggu trwajq i s3 prowadzone w ramach projektu TANGO 2 nr
wniosku: 340018 ze Srodkéw Wspdlnego Przedsiewziecia Narodowego Centrum Nauki
i Narodowego Centrum Badarn i Rozwoju. W chwili obecnej zostata podpisana umowa
licencyjna z firmg CHDE Polska S.A. na korzystanie z prawa do uzyskania patentéw / patentéw
oraz o wspotpracy w zakresie realizacji fazy B+R przedsiewziecia pt. ,Innowacyjny test
diagnostyczny do wykrywania zakazen Streptococcus agalactiae i nosicielstwa wsréd
ciezarnych”. Jest to kolejny krok w kierunku komercjalizacji badan naukowych, w ktérych mam
przyjemnosc¢ uczestniczyé.

B.5. Wptyw mikrobiomu na zdrowie i funkcjonowanie organizmu cztowieka. Rola
polisacharydowych sktadnikéw $ciany komérkowej probiotycznych bakterii Lactobacillus casei
oraz Lactobacillus paracasei w przebiegu choréb o podtozu alergicznym.

W ostatnich czasach duzo uwagi poswieca sie badaniom mikrobiomu ludzkiego oraz
jego wptywu na zdrowie i funkcjonowanie organizmu ludzkiego. W przewodzie pokarmowym
cztowieka wystepuje okoto 5000 réznych szczepdw bakteryjnych naleigcych gtéwnie do
podkrdlestwa Firmicutes i Bacteroidetes. Wywieraja one wptyw na ludzki metabolizm,
fizjologie oraz na funkcjonowanie uktadu immunologicznego, a takie nerwowego. W ogromnej
mierze sktad mikroflory jelitowej, a konkretniej, zwiekszona liczba szczepéw Gram ujemnych,
wptywa na réznego rodzaju dysfunkcje i moze by¢ przyczyng nieswoistego zapalenia jelita,
zespotu jelita drazliwego (IBS), celiakii, alergii, astmy, zespotu metabolicznego, chordb uktadu
krazenia, otytosci, a nawet raka. Dobroczynny wptyw na funkcjonowanie organizmu ludzkiego
przypisuje sie obecnie bakteriom probiotycznym, a zagadnienie ich suplementacji jest
atrakcyjnym tematem badarn. Badane s3 mechanizmy dziatania bakterii probiotycznych, udziat
poszczegdlnych komponentéw zewnatrzkomoérkowych w interakcji z komorkami ludzkimi
i efekt fizjologiczny, jaki ostatecznie wywierajg. Dr hab. inz. Sabina Gérska z Laboratorium
Mikrobiologii Lekarskiej w IITD zajmuje sie badaniami nad okresleniem mechanizméw
dziatania bakterii z rodzaju Lactobacillus, Bifidobacterium i ich antygendw powierzchniowych
na uktad odpornosciowy, poszukiwaniem nowych preparatéw o wiasciwosciach
probiotycznych, a takie poznaniem ich roli jakg odgrywaja w rozwoju choréb uktadu
pokarmowego czy choréb o podtozu alergicznym. Wspdlnie realizowatysmy projekt dotyczacy
trzech szczepow Lactobacillus, ktérych antygeny powierzchniowe badane byty pod katem
wtasciwosci immunomodulatorowych i mozliwosci ich zastosowania w zapobieganiu/leczeniu
alergii na modelu mysim. W wyniku przeprowadzonych badan ustalono, ze polisacharydy
probiotykéw wykazuja duzy potencjat w kierunku modulowania uktadu odpornosciowego (zat.
3, pkt II.B, poz. 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13). Badania antygendéw powierzchniowych bakterii
Lactobacillus oraz Bifidobacterium byly prowadzone w ramach miedzynarodowych projektow
badawczych finansowanych ze $rodkow Unii Europejskiej w ramach Programu Operacyjnego
Wspotpracy Transgranicznej Republika Czeska - Rzeczpospolita Polska 2007 — 2013: nr
CZ2.3.22/2.1.00/09.01574 oraz (CZ.3.22/2.1.00/13.03892 oraz projektu  SONATA:
2012/05/D/NZz7/02494 (2013-2017) finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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Badania dotyczace poznania struktury oraz funkcji biologicznej antygenéw
powierzchniowych Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900, L. johnsonii 142, L. animalis/murinus
148, L. animalis/murinus 116, L. reuteri 115 sg zawarte w publikacjach (zat. 3, pkt I1.B, poz. 7,
9, 10, 11, 12) oraz byty prezentowane na konferencjach naukowych (zat. 3, pkt lll.B, poz. 11,
16). Badania dotyczace struktury oraz funkcji antygendw powierzchniowych Bifidobacterium
longum s3 zawarte w publikacjach i byty prezentowane na konferencjach naukowych (zat. 3,
pkt 11.B, poz. 8, 14).

Wedtug najnowszych badan wiadomo, iz komensalne bakterie jelitowe maj3a zdolnos¢
syntezy neuroprzekaznikdw i neuromodulatoréw, takich jak kwas y-aminomastowy,
serotonina, dopamina, noradrenalina, acetylocholina, GABA, krétkotancuchowe kwasy
ttuszczowe, co umoiliwia bezposrednia komunikacje mikroflory z komérkami uktadu
nerwowego. Zas bakterie, ktére wywierajq niekorzystny wptyw na organizm cztowieka,
produkujg i wydzielajg szereg zwigzkdéw, ktére zmniejszajg szczelnos¢ bariery jelitowej,
utatwiajac kontakt mikrobiomu jelitowego z podsluzéwkowa tkankg limfatyczng. W rezultacie
dochodzi do ogdlnoustrojowych reakcji zapalnych, ktére uposledzajg bariere krew-moézg
i sprzyjaja zapaleniu nerwéw i ostatecznie neurodegeneracji. Istnieja dobrze
udokumentowane przestanki, iz sktad mikrobiomu uktadu pokarmowego cztowieka ma takzie
ogromny wptyw na rozwdj choroby Alzheimera. Zagadnieniem etiologii tej niezwykle powaznej
choroby od lat zajmuje sie dr hab. med. Jerzy Leszek z Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw
Slaskich we Wroctawiu. Na jego zaproszenie wzietam udziat we wspéinym przedsiewzieciu,
jakim byto opracowanie publikacji przegladowej na temat wptywu mikrobiomu przewodu
pokarmowego w patogenezie choroby Alzheimera. Publikacja zostata przyjeta do druku(zat. 3,
pkt Il.A, poz. 18).

B.6. Klonowanie i oczyszczanie bakteriocyn LafA i LafX produkowanych przez bakterie
Lactobacillus johnsonii.

Bakteriocyny to peptydy o dziataniu antybakteryjnym. S3 one produkowane przez
okreslone szczepy bakteryjne w celu zwalczania innych szczepéw konkurujacych w srodowisku.
Bakteriocyny moga by¢ stosowane jako srodki konserwujace zywnos¢ oraz do zmniejszenia lub
eliminowania niektérych patogendw. Laktacyna F to bakteriocyna produkowana przez bakterie
Lactobacillus johnsonii. Poczatkowo laktoferyna F jest produkowana jako dwa oddzielne
peptydy LafA i LafX, ktére ostatecznie tworzg kompleks. W badaniach, ktérych rezultaty byty
prezentowane na konferencjach naukowych (zat. 3, pkt Iil.B, poz. 6, 7, 13) zostaty uzyskane
peptydy LAfA i LafX na drodze nadekspresji w komérkach E. coli BL21(DE3)plysS na matg skale.
Celem prowadzonych badan byto uzyskanie oczyszczonych bakteriocyn w ilosci umozliwiajacej
podjecie préb ich krystalizacji. Ostatecznie nie udato sie uzyska¢ bakteriocyn w formie
rozpuszczalnej, w ilosciach miligramowych, ich krystalizacji i rozwigzania struktury
krystalicznej. Zmagania badawcze dotyczace zagadnienia bakteriocyn LafA i LafX zostaty
opisane w pracy magisterskiej, w ktorej petnitam role pomocnika naukowego z zakresu
preparacji peptydow i ich analizy.
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B.7. Przeciwnowotworowy czynnik produkowany przez bakterie z rodzaju Enterococcus

Bakterie z rodzaju Enterococcus sg zdolne do wytwarzania kilku czynnikéw wirulencji,
wywierajgc dziatanie cytotoksyczne wobec komdrek gospodarza. W badaniach prowadzonych
we wspotpracy z zespotem prof. dr hab. med. Andrzeja Szkaradkiewicza z Uniwersytetu im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu analizowano dziatanie medium pohodowlane réznych
szczepow bakteryjnych z rodzaju Enterococcus pod katem aktywnosci przeciw proliferacyjnej
komérek nowotworowych. Do eksperymentéw wykorzystano linie komérek nowotworowych:
komoérki gruczolakoraka - AGS (ATCCCRL-1739) powodujacego nowotwory zotadka, komorki
raka szyjki macicy — Hela (ATCC CCL-2) i gruczolakoraka powodujgcego nowotwory piersi -
MDA-MB-231 (ATCCHTB-26). W celu zidentyfikowania czynnika hamujgcego podziaty komérek
nowotworowych prowadzono oczyszczanie, frakcjonujac czgsteczki biologiczne zawarte w
ptynie pohodowlanym. W wyniku prowadzonych badan okreslono aktywny czynnik
przeciwnowotworowy, ktérym jest peptyd o masie 7.066 kDa. Méj udziat w prowadzeniu wyzej
opisanych badan polegat na oczyszczeniu oraz analizie elektroforetycznej ,a takze okres$leniu
masy czgsteczkowej aktywnego peptydu. Wyniki prowadzonych prac byty prezentowane na
konferencjach naukowych (zat. 3, pkt Ill.B, poz. 5).
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