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1. Krystyna Dabrowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe / artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

06.12.2004

08.09.2000

28.06.1998

Doktor nauk biologicznych, nadany przez Rade Naukowg Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk dnia, tytuf
rozprawy: ,Badanie interakcji bakteriofagéow z komdrkami ssakéw oraz ich
potencjalne znaczenie”, promotor w przewodzie doktorskim prof. dr hab. n.
med. Andrzej Gorski

Magister mikrobiologii ze specjalnoscia genetyka, Woydziat Nauk
Przyrodniczych  Uniwersytetu  Wroctawskiego, tytut pracy: ,Analiza
funkcjonalna i strukturalna genu YPR117w 2z prawego ramienia XVI
chromosomu drozdzy Saccharomyces cerevisiae”, promotor pracy prof. dr
hab. Stanistaw Ufaszewski

Licencjat na kierunku ochrona $rodowiska, uzyskany na Wydziale Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Wroctawskiego, promotor pracy prof. dr hab.
Stanistaw Utaszewski

Wyksztatcenie uzupetniajgce, najwazniejsze pozycje:

11.06.2011

25.05.2012

05.07.2012

Dyplom studidw podyplomowych ,,Zarzadzanie projektami - instrumentarium
wspodiczesnego menadzera”, uzyskany na Wydziale Zarzadzania, Informatyki i
Finanséw Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu.

Dyplom ‘Enterprisers’ w dziedzinie przedsiebiorczosci, Centre for
Enterpreneurial Learning, Uniwersytet Cambridge

Dyplom ‘Ignite’ w dziedzinie przedsiebiorczosci, Centre for Enterpreneurial
Learning, Uniwersytet Cambridge

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

15.11.2000 — 15.11.2004 Studentka Studium Doktoranckiego Instytutu Immunologii i

Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu

16.11.2004 — 01.01.2005 Pracownik Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN

na stanowisku specjalisty

01.01.2005 - 01.07.2005 Pracownik Instytutu Immunologii i Terapii DosSwiadczalnej PAN

na stanowisku asystenta

01.07.2005 - obecnie Pracownik naukowy Instytutu Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej PAN na stanowisku adiunkta
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4. Opis 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. nr 65, poz.

595 ze zm.).

a) Osiggnieciem w mysl ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl

publikacji, dotaczony do dokumentacji jako Zatacznik nr 4, objety tytutem:

»Badania strukturalnych biatek bakteriofagowych dla rozwoju terapii bakteriofagowej:

identyfikacja cech biologicznych oraz opracowanie nowych rozwigzan technologicznych

w modelu bakteriofaga T4”

Oslizlo A., Miernikiewicz P., Piotrowicz A., Owczarek B., Kopciuch A., Figura G.,
Dabrowska K.: Purification of phage display-modified bacteriophage T4 by affinity
chromatography. BMC Biotechnology 11:59, 2011, IF 2,349 / MNiSW: 30

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 80 %: autor korespondencyjny,
pomystodawca catosci przeprowadzonych badan, wiodqgcy udziat w planowaniu
doswiadczen, analiza wynikéw, samodzielne napisanie manuskryptu i przygotowaniu
pracy do druku, przygotowanie konstrukcji plazmidowych, ustalenie metodyki
ekspresji, wiodgcy wudziat w ustaleniu metodyki phage display, rozdziatu
chromatograficznego i proteolizy. Wykonanie znaczgcej czesci doswiadczern phage
display, chromatografii oraz oznaczen koncentracji faga w preparatach.

Miernikiewicz P., Owczarek B., Piotrowicz A., Boczkowska B., Rzewucka K., Figura G.,
Letarov A., Kulikov E., Kopciuch A., Switata-JelenA K., Oélizto A., Hodyra K., Gubernator
J., Dgbrowska K. Recombinant expression and purification of T4 phage Hoc, Soc,
gp23, gp24 proteins in native conformations with stability studies. PLoS ONE
7(7):€38902, 2012, IF 3,73 / MNiSW: 40

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 60 %: autor korespondencyjny,
pomystodawca catosci przeprowadzonych badan, wiodqgcy udziat w planowaniu
doswiadczen i analizie wynikéw, oraz w napisaniu manuskryptu i przygotowaniu
pracy do druku. Przygotowanie trzech konstrukcji plazmidowych, ustalenie metodyki
ekspresji, wykonanie czesci preparatow oczyszczonych biatek (ok. 30%), wykonanie
wszystkich oznaczen struktury drugorzedowej biatek oraz ich stabilnosci metodg
dichroizmu kotowego, udziat w okresleniu agregacji biatek metodg dynamicznego
rozproszenia swiatta (ok. 60% oznaczen).

Miernikiewicz P., Dabrowska K., Piotrowicz A., Owczarek B., Wojas-Turek J.,
Kicielinska J., Rossowska J., Pajtasz-Piasecka E., Hodyra K., Macegoniuk K., Rzewucka
K., Kopciuch A, Majka T, Letarov A, Kulikov E., Maciejewski H., Gorski A.: T4 phage and
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its head surface proteins do not stimulate inflammatory mediator production. PLoS
ONE 8(8):e71036, 2013, IF 3,534 / MNiSW: 40

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 30 %: pomystodawca przeprowadzonych
badan, istotny udziat w planowaniu doswiadczen i analizie wynikdéw, oraz w napisaniu
manuskryptu i przygotowaniu pracy do druku. Udziat w przygotowaniu preparatow
biatkowych do badar oraz w wykonaniu doswiadczern w modelu mysim.

Ceglarek I., Piotrowicz A., Lecion D., Miernikiewicz P., Owczarek B., Hodyra K.,
Harhala M., Gérski A., Dgbrowska K.: A novel approach for separating bacteriophages
from contaminating bacteriophages of other types using affinity chromatography
combined with competitive phage display. Scientific Reports 3, 3220, 2013, IF 5,087 /
MNIiSW: 40

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 80 %: autor korespondencyjny,
pomystodawca catosci przeprowadzonych badan. Samodzielne planowanie
doswiadczen i analiza wynikdw oraz napisanie manuskryptu i przygotowaniu pracy do
druku. Przygotowanie wszystkich konstrukcji plazmidowych z C-koricowq lokalizacjq
metki wiqgzqcej, nadzor i przeprowadzenie wyjsciowych doswiadczen dla ustalenia
metodyki ekspresji, phage display i rozdziatow chromatograficznych. Udziat w
okresleniu stezenia LPS w badanych preparatach.

Kazmierczak Z., Piotrowicz A., Owczarek B., Hodyra K., Miernikiewicz P., Lecion D,
Harhala M., Gérski A., Dabrowska K: Molecular imaging of T4 phage in mammalian
tissues and cells. Bacteriophage 4(1):e28364, 2014, IF 0 / MNiSW: 0

Indywidualny wkfad w autorstwo szacuje na 75 %: autor korespondencyjny,
pomystodawca catosci przeprowadzonych badan, wiodqgcy udziat w planowaniu
doswiadczen i analizie wynikdw, oraz w napisaniu manuskryptu i przygotowaniu
pracy do druku. Przygotowanie konstrukcji plazmidowej wykorzystywanej do ekspresji
fuzji biatka znakowanego GFP, ustalenie metodyki ekspresji oraz detekcji
fluorescencji. Wiodgcy udziat w wykonaniu doswiadczenn w modelu zwierzecym.

Gamkrelidze M., Dabrowska K.: T4 bacteriophage as a phage display platform.
Archives of Microbiology 196(7):473-9, 2014, IF 1,861/ MNiSW: 20

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 60 %: autor korespondencyjny,
pomystodawca pracy, wiodgcy udziat w napisaniu manuskryptu i przygotowaniu
pracy do druku.

Dabrowska K., Kazmierczak Z., Majewska J., Miernikiewicz P., Piotrowicz A., Wietrzyk
J., Lecion D., Hodyra K., Nasulewicz-Goldeman A., Owczarek B., Goérski A.:
Bacteriophages displaying anticancer peptides in combined antibacterial and
anticancer treatment. Future Microbiology 9(7), 861-869, 2014, IF 3,819/MNiSW: 30

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 80 %: autor korespondencyjny,
pomystodawca catosci przeprowadzonych badan, wiodqgcy udziat w planowaniu
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doswiadczenn, analiza wynikbw oraz samodzielne napisanie manuskryptu i
przygotowaniu pracy do druku. Przygotowanie wszystkich wykorzystanych w pracy
konstrukcji plazmidowych oraz ustalenie metodyki ekspresji biatek rekombinowanych,
wykonanie czesci preparatow oczyszczonych bakteriofagow modyfikowanych (ok.
1/3), wiodgca rola w realizacji doswiadczen w modelu mysim, wykonanie wiekszosci
analizy mikrobiologicznej.

8. Dabrowska K, Miernikiewicz P, Piotrowicz A, Hodyra K, Owczarek B, Lecion D,
Kazmierczak Z, Letarov A, Gorski A: Immunogenicity studies of proteins forming the T4
phage head surface. Journal of Virology 2014, w druku, doi:10.1128/JV1.02043-14
IF 4,855 / MNiSW: 40

Indywidualny wkfad w autorstwo szacuje na 70 %: autor korespondencyjny,
pomystodawca cafosci przeprowadzonych badan, samodzielne planowanie
doswiadczen, interpretacja uzyskanych wynikow, oraz napisanie manuskryptu,
wiodgc a rola w przygotowaniu pracy do druku. Wiodgca rola w wykonaniu badan w
modelu mysim (planowanie, wykonanie i/lub nadzdr). Ustalenie schematéw
immunizacji i metodyki oznaczen ELISA.

[Dla wymienionych publikacji podano wspodtczynnik wptywu Impact Factor ogtoszony dla roku, w
ktorym opublikowano prace; w przypadku prac z roku 2014 podano wspdtczynnik z roku

poprzedzajgcego t.j. 2013]

b) Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiggnietych wynikow
wraz z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Proponowana rozprawa habilitacyjna stanowi jednotematyczny cykl osSmiu prac:
siedmiu prac oryginalnych oraz jednej pracy przegladowej (Zatgcznik 4). Przedstawiony cykl
publikacji przygotowany zostat w ramach mojej pracy realizowanej w Samodzielnym
Laboratorium Bakteriofagowym w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we

Wroctawiu.

Praktyczne znaczenie tych prac wigze sie bezposrednio z problemem lekoopornych
zakazen bakteryjnych i rozwojem alternatywnej metody terapii z uzyciem wirusow
bakteryjnych (bakteriofagdw, fagéw). Raport EMA/ECDC z 2009 roku informuje, ze w samej
Unii Europejskiej co roku z powodu lekoopornych zakazen bakteryjnych umiera okoto 25 000
pacjentdw. Zachorowania na ten rodzaj zakazen pociggaja za sobg koszty opieki zdrowotnej,

ktore tgcznie ze stratami z tytutu niezdolnosci do pracy zostaty oszacowane na co najmniej
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1.5 miliarda Euro rocznie. Niemozliwe do skwantyfikowania sg koszty spoteczne, takie jak
zaleznos¢, wykluczenie i powazne obnizenie jakosci zycia oséb dotknietych problemem
zakazen lekoopornych. Niestety tempo powstawania i rozprzestrzeniania sie bakteryjnych
szczepdw antybiotykoopornych wyraznie przewyzsza tempo, w jakim opracowywane s3
nowe antybiotyki i alternatywne leki lub sposoby terapii, jak dotagd zdecydowanie
niewystarczajgce (WHO Guidelines 2012, Matsuzaki et al. Nature 2014, 509(7498):S9). Pilnie
potrzebne sg nowe rozwigzania i alternatywne $rodki zdolne do zwalczania bakterii. Obok
tak potrzebnych prac nad nowego typu antybiotykami, badania nad bakteriofagami daja
realng szanse na uzupetnienie niewystarczajgcego obecnie arsenatu srodkéw dostepnych w
walce z lekoopornymi szczepami bakteryjnymi. Przedstawiony cykl prac wpisuje sie w ten
kierunek badawczy.

Bakteriofagi sg tak odlegte od antybiotykéw, ze nie wystepuje miedzy nimi opornos¢
krzyzowa i fagi moga by¢ aktywne przeciwko szczepom antybiotykoopornym. Dajg wiec
szanse na stworzenie nowej kategorii preparatdw zwalczajacych bakterie. Najwieksze
nadzieje s3 wigzane z opracowaniem nowych preparatdw leczniczych, w tym
weterynaryjnych, ale takze preparatéw dezynfekcyjnych oraz przemystowych (np. w
produkcji zywnosci). W swoich badaniach zajetam sie bardzo stabo zbadanym zagadnieniem:
oddziatywaniami bakteriofagéw z organizmami ssakéw. Oddziatywania te, chod
niedoceniane, determinujg bezpieczenstwo i skutecznosc¢ terapii z uzyciem bakteriofagdéw.

Obecnie w lecznictwie w krajach zachodnich bakteriofagi s3 stosowane jedynie jako
terapia eksperymentalna (jedyny osrodek w UE posiadajgcy zgode na takg terapie znajduje
sie przy Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu). Rozwdj i
ewentualna rejestracja terapii fagowej lub jej odmian sg uzaleznione m.in. od tego, czy
uzupetnimy ubogg jeszcze wiedze na temat interakcji bakteriofagdw z organizmem
poddanym terapii. Szczegdlne znaczenie majg reakcje ze strony uktadu odpornosciowego
oraz interakcje pojawiajgce sie w wypadku innych chordb towarzyszgcych infekcji. W
przedstawionym cyklu prac przedmiotem pierwszym z dwdch obszaréw badan byta reakcja
organizmu na bakteriofagi na poziomie mediatoréw stanu zapalnego (gtdwnie cytokin),
przeciwciat, oraz weryfikacja skutecznosci i bezpieczeristwa terapii przy wspdtistniejgcym

nowotworze. Nowoscig w przedstawionych pracach w aspekcie interakcji fagéw z

organizmem ssaka jest powigzanie poszczegdlnych strukturalnych biatek fagowych z

efektem, jaki bakteriofagi wywierajg na organizm ssaka, t.j. uzupetnienie dotychczasowego
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stanu wiedzy o aspekt molekularny. Nowoscig jest tez identyfikacja gtéwnych biatek
mediujgcych antygenowy efekt gtdwki fagowej, wykrycie roli tego efektu w neutralizacji faga
oraz wykorzystanie biatek fagowych jako nosnikow peptydéw aktywnych w jednoczesnej
terapii anty-nowotworowej i przeciwbakteryjnej. Ten ostatni aspekt dotyczy bezpieczerstwa
terapii i zostat rozwiniety w pierwszej jak dotgd ocenie wptywu fagdw i biatek fagowych na
produkcje mediatoréw stanu zapalnego, co réwniez stanowi nowos¢ w podjetej
problemtyce.

Kazde zastosowanie bakteriofagdw, zaréwno terapeutyczne, przemystowe, jak i
badawcze, wymaga przygotowania preparatéw spetniajgcych wysokie wymagania co do ich
czystosci i stabilnosci. Jednym z trudnych probleméw jest oczyszczanie fagéw z pozostatosci
bakterii, na ktérych zostaty wyhodowane. Dotyczy to zanieczyszczen takich jak LPS, ale
rowniez profagi i inne niepozgdane domieszki. W prezentowanym cyklu prac

zaproponowane zostaly nowe rozwigzania technologiczne, pozwalajgce na efektywny

rozdziat makroczastek, a nawet na oddzielenie wybranego bakteriofaga od podobnych
bakteriofagédw nalezgcych do innego szczepu. Nowoscig jest zaréwno samo podejscie, jak i
opracowana metodyka pozwalajgca na modyfikacje kapsydéow fagowych bez ingerencji w
materiat genetyczny faga, t.j. bez wytworzenia organizmdw genetycznie modyfikowanych
(GMO). Jako uzupetnienie dostepnych metod badawczych zostata opracowana réwniez nowa
technika obrazowania molekularnego bakteriofagdw w tkankach i komdrkach, oparta na
prezentacji i detekcji biatek fluorescencyjnych. Pozwolita ona na zwizualizowanie retencji
bakteriofagdw w sledzionie i weztach chtonnych, a takze pochtanianie bakteriofagéw przez
makrofagi na drodze fagocytozy.
W prezentowanym cyklu prac wykorzystatam nastepujgce techniki/metodyke:
e Klonowanie genéw do wektordow plazmidowych w systemach rekombinacyjnych i
restrykcyjnych
e Ekspresja, izolacja i analiza biatek rekombinowanych (bakteryjne systemy
ekspresyjne, metody elektroforetyczne, chromatograficzne oraz fizykochemiczne)
e Rozdziaty chromatograficzne: sitowe (FPLC), jonowe (FPLC), powinowactwa (metki
GST, His-tag oraz powinowactwo LPS), pozwalajgce uzyskiwac bakteriofagi i biatka
bakteriofagowe oczyszczone do poziomu umozliwiajgcego prowadzenie badan

immunologicznych (immunological purity grade)
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Mysie modele in vivo: nowotworowe, infekcji, reakcji zapalnej, w tym metody
operacyjne, przeszczepianie nowotwordw, hodowle komérkowe ex vivo

Metody prezentacji obcych biatek i peptyddéw na powierzchni bakteriofaga ‘phage
display’, w tym opracowanie nowych podejs¢ metodologicznych

analiza poziomu cytokin w krwi mysiej i ludzkiej (cytokine array oraz ELISA)

analiza poziomu przeciwciat w krwi mysiej i ludzkiej (ELISA)

obrazowanie molekularne oparte na fluorescencji (GFP)

Dichroizm kotowy (CD, circular dichroism)

hodowle komdrkowe i cytometria przeptywowa (FACS)

techniki mikroskopowe: mikroskop optyczny, konfokalny, fluorescencyjny
mikrobiologiczne metody izolacji, hodowli i identyfikacji bakterii i bakteriofagow
pomiar $rednicy hydrodynamicznej czgstek metodg DLS (dinamic light scattering),
wykorzystywane do identyfikacji interakcji makroczastek na poziomie molekularnym
narzedzie bioinformatyczne (analizy sekwencji genomowych i biatkowych, baz

danych, projektowanie interakcji makroczastek)

Za najwazniejsze osiggniete rezultaty uwazam:

identyfikacje struktury drugorzedowej i okreslenie stabilnosci wszystkich biatek
gtéwki bakteriofaga T4 mediujgcych oddziatywania kapsydu tych fagow ze
srodowiskiem zewnetrznym, oraz ustalenie w toku prac metodyki wydajnej,
wielkoskalowej produkcji i oczyszczania tych biatek w formie natywnej

wykazanie, ze biatka gtowki bakteriofaga T4 nie wptywajg na produkcje cytokin, w
tym na produkcje mediatorow stanu zapalnego, co przemawia za bezpieczeristwem
stosowania fagow i wskazuje na istotng rozinice pomiedzy bakteriofagami a
wirusami ludzkimi i zwierzecymi

wykazanie, ze nie tylko biatka ogonkowe, ale réwniez biatka gtéwki fagowej sg
zdolne do indukcji przeciwciat neutralizujgcych bakteriofagi, wraz z analizg
porownawczg indywidualnej immunogennosci poszczegdlnych biatek.

wykazanie mozliwosci jednoczesnego stosowania bakteriofagéw modyfikowanych
phage display do terapii przeciwnowotworowej (aktywnos$¢ nabyta w wyniku

inzynierii molekularnej) oraz do terapii przeciwbakteryjnej (aktywnos$¢ naturalna)
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e opracowanie metodyki i wykazanie mozliwosci zastosowania phage display do
znakowania bakteriofagow metodg fluorescencyjng oraz ich detekcji w komérkach i
tkankach ssakow

e opracowanie metodyki oczyszczania bakteriofagow z resztek bakteryjnych a takie z
domieszek innych fagéw (i/lub profagéw) poprzez potaczenie chromatografii
powinowactwa i phage display, a nastepnie optymalizacja metody w sposob
pozwalajacy unikngé modyfikacji genetycznych w genomie fagowym, a takie

ustalenie optymalnego schematu molekularnego modyfikacji

W kolejnej czesci autoreferatu przedstawiono podsumowanie wynikéw opisanych w

wybranych do oceny publikacjach.

1. Oslizlo A., Miernikiewicz P., Piotrowicz A., Owczarek B., Kopciuch A., Figura G.,
Dabrowska K.: Purification of phage display-modified bacteriophage T4 by affinity
chromatography. BMC Biotechnology 2011, 11:59

Praca wprowadza nowe rozwigzanie technologiczne umozliwiajace oczyszczanie
bakteriofagéw do poziomu czystosci odpowiedniej do badan immunologicznych, dzieki
potaczeniu techniki ‘phage display’ i chromatografii powinowactwa.

Metody chromatograficzne stopniowo wypierajg tradycyjne sposoby oczyszczania
fagéw, jak wirowanie w gradiencie chlorku cezu lub sacharozy. Okazujg sie prostsze,
bezpieczne i umozliwiajg ciggte oczyszczanie duzych ilosci preparatéow, co ma kluczowe
znaczenie dla badan in vivo (wymagajacych czesto zapewnienia odpowiednich dawek
terapeutycznych), jak i dla ewentualnych zastosowan terapeutycznych (produkcja) w
przysztosci. Do tej pory jednak jedyne rodzaje stosowanej chromatografii to
chromatografia sitowa oraz jonowymienna, w tym ich odmiana tzw. kolumny
monolityczne. Mimo dos¢ dobrych rezultatow, nie istnieje uniwersalna metoda
rozdziatow czgstek fagowych od zanieczyszczenn pochodzgcych z bakterii i pozywek
hodowlanych. Jest tak przede wszystkim dlatego, ze bakteriofagi to ogromnie
zroznicowana wewnetrznie grupa, do ktdrej nie da sie zastosowac jednego, waskiego
podejscia technicznego.

W prezentowanej pracy po raz pierwszy do oczyszczania bakteriofagéw zostata
zastosowana chromatografia powinowactwa. Rozdziat byt prowadzony po zastosowaniu

techniki ‘phage display’ do prezentacji na powierzchni kapsydu wybranych metek
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wigzacych typowe ztoza powinowactwa (GST, His-tag). Uzyskano bardzo dobrg jakos$¢
koricowych preparatdow, co pozwala zaproponowac pofaczenie ‘phage display’ i
chromatografii powinowactwa jako nowe rozwigzanie technologiczne dostepne dla
badan nad fagami oraz do ich zastosowan w terapii i/lub przemysle.

Praca zaowocowata tez uzyskaniem patentu finansowanego w ramach grantu Patent

Plus MNiSW: patent PL212286 i zgtoszenie PCT W02011/162627A1.

2. Miernikiewicz P., Owczarek B., Piotrowicz A., Boczkowska B., Rzewucka K., Figura G.,
Letarov A., Kulikov E., Kopciuch A., Switata-Jelen K., O$lizto A., Hodyra K., Gubernator J.,
Dabrowska K.: Recombinant expression and purification of T4 phage Hoc, Soc, gp23,

gp24 proteins in native conformations with stability studies. PLoS ONE 7(7):e38902, 2012

Praca przedstawia analize wtasciwosci fizykochemicznych oraz metodyke produkgji
wysokooczyszczonych biatek bakteriofagowych najsilniej eksponowanych na kapsydzie.
Dobra ekspozycja biatek oznacza, ze majg one znaczenie w oddziatywaniach
bakteriofagdw z czynnikami zewnetrznymi, w tym z organizmami ludzi i zwierzat.
Poddane analizie biatka to gp23, gp24, gpHoc oraz gpSoc budujgce kapsydy
bakteriofagdéw z rodziny T4.

Badanie funkcji biologicznych, w tym interakcji z uktadem odpornosciowym, wymaga
otrzymania najwyiszej jakosci produktéow biatkowych w stanie natywnym,
wysokooczyszczonych, utrzymywanych w srodowisku zapewniajgcym dobrg stabilnos$é
oraz umozliwiajgcym badania w warunkach fizjologicznych (np. kultur komérkowych lub
in vivo). W przedstawionej pracy ustalona zostata metodyka produkcji biatek
rekombinowanych z zastosowaniem réwnolegtej ekspresji biatek opiekunczych (ang.
chaperone), izolowanych dzieki metkom powinowactwa usuwanym nastepnie
proteolitycznie. Seria rozdziatdbw chromatograficznych réznego typu pozwolita na
oczyszczenie produktéw z pozostatosci bakteryjnych, w tym na usuniecie
lipopolisacharydéw (LPS) do poziomu ponizej 1 jednostki aktywnosci na mililitr
preparatu, co ma szczegdlne znaczenie dla badann immunologicznych (LPS jest silnym
aktywatorem wielu proceséw immunologicznych).

Aktywnos$¢ zanieczyszczenn bakteryjnych, gtéwnie LPS, w preparatach biatek
uzyskiwanych w bakteryjnych systemach ekspresyjnych jest niestety czesto

bagatelizowana. Dos¢ czesto przyjmowane jest btedne zatozenie, ze niewystepowanie w
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standardowe] detekcji HPLC wyraznego sygnatu pochodzgcego od zanieczyszczen
oznacza, ze preparat charakteryzuje wystarczajaca czystos¢. Tymczasem nawet Sladowa
ilos¢ silnych aktywatoréw proceséow immunologicznych (jak LPS) wystarczy, aby w
badaniach biologicznych wystapita aktywacja badanych proceséw, poczytywana btednie
za aktywnosc testowanego biatka. Dlatego tez prezentowana praca wnosi oryginalny
wktad we wszystkie badania z uzyciem biatek rekombinowanych produkowanych w
systemach bakteryjnych, oferujgc uniwersalng metodyke ich oczyszczania i
monitorowania zanieczyszczen.

Nastepnie, za pomocga dichroizmu kotowego (CD) zidentyfikowana zostata struktura
drugorzedowa uzyskanych produktéw, potwierdzono stan natywny (brak oznak
denaturacji) jak réwniez oceniona zostata ich stabilno$é. Ocena energii denaturacji w
obecnosci chlorowodorku guanidyny pozwolita zidentyfikowaé najbardziej (gp24) oraz
najmniej (gpSoc) stabilne biatko kapsydu. Ich zdolno$¢ do oligomeryzacji zostata
dodatkowo oceniona metodg dynamicznego rozproszenia swiatta (dynamic light
scattering), ujawniajgc zdolno$¢ do spontanicznej oligomeryzacji gpSoc.

Praca prezentuje pierwszy kompletny opis wtasciwosci fizykochemicznych biatek
zewnetrznych kapsydu bakteriofagdéw z rodziny T4, mediujgcych oddziatywania tych
fagow ze srodowiskiem zewnetrznym, w tym z organizmami ludzi i zwierzat. Oryginalnym
wktadem jaki prezentowana praca wnosi w badania bakteriofagdéw jest takze metodyka
produkcji biatek wysokooczyszczonych, przeznaczonych do badan immunologicznych
lub terapii. Ustalona metodyka produkcji biatek fagowych byta tez podstawg wykonania

pozostatych prac z ich wykorzystaniem.

3. Miernikiewicz P., Dgbrowska K., Piotrowicz A., Owczarek B., Wojas-Turek J., Kicielinska J.,
Rossowska J., Pajtasz-Piasecka E., Hodyra K., Macegoniuk K., Rzewucka K., Kopciuch A,
Majka T, Letarov A, Kulikov E., Maciejewski H., Gérski A.: T4 phage and its head surface
proteins do not stimulate inflammatory mediator production. PLoS ONE 8(8):e71036,
2013

Wirusy atakujgce ludzi i zwierzeta sg bardzo czesto odpowiedzialne za silng aktywacje
szlakdw sygnatowych, prowadzacych do zwiekszonej produkcji mediatorow stanu
zapalnego. W organizmie pacjenta dochodzi do wyrzutu cytokin oraz rodnikow

tlenowych (ROS). Zazwyczaj jest to odpowiedz na obecnos$¢ konkretnych,
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rozpoznawanych przez uktad odpornosciowy biatek wirusa. Prezentowana praca miata na
celu odpowiedz na pytanie, czy analogiczne procesy zachodzg i s3 mediowane przez
biatka wirusdw bakteryjnych. Bytby to wazny i niekorzystny efekt dziatania
bakteriofagdw, ktéry musiatby zosta¢ uwzgledniony w pracach nad ich zastosowaniem
terapeutycznym.

W toku prac oceniona zostata zdolnos¢ wysokooczyszczonych bakteriofagéw a takze
ich izolowanych wysokooczyszczonych biatek do indukcji wybranych czynnikéw, ktérych
zmiany sg charakterystyczne dla procesu zapalnego: IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12
p40/p70, IFN-y, TNF-a, MCP-1, MIG, RANTES, GCSF, GM-CSF. Metodg przesiewowych
testéw membranowych zbadano produkcje tych czynnikéw in vivo w organizmie myszy
traktowanych fagami i ich biatkami, oraz w krwi ludzkiej ex vivo. Ponadto, okreslono
reakcje komérek dendrytycznych wyprowadzonych do hodowli ex vivo z mysiego szpiku;
zbadano ekspresje powierzchniowg CD40, CD80, CD86 oraz MHC klasy Il. Okreslono tez
tzw. wybuch tlenowy (ROS) metodg chemiluminescencji z luminolem, w komérkach krwi.

Zadne z przebadanych czynnikéw zwigzanych z reakcjg zapalng nie byly pobudzane
przez bakteriofagi ani ich izolowane biatka kapsydowe. Obserwacja ta wnosi istotny
wkiad w pozytywna ocene bezpieczenstwa stosowania bakteriofagdw w terapii,

zaréwno u ludzi jak i u zwierzat.

4. Ceglarek I., Piotrowicz A., Lecion D., Miernikiewicz P., Owczarek B., Hodyra K., Harhala
M., Gérski A., Dgbrowska K.: A novel approach for separating bacteriophages from
contaminating bacteriophages of other types using affinity chromatography combined

with competitive phage display. Scientific Reports 3, 3220, 2013

Praca przedstawia rozwinigcie nowego rozwigzania technologicznego opisanego w
publikacji Oslizto i wsp. 2011 BMC Biotechnology. Nowoscig jest opracowanie metodyki
pozwalajgcej na modyfikacje kapsydu fagowego bez jakichkolwiek manipulacji w
genomie bakteriofaga. Ma to podstawowe znaczenie dla perspektywy zastosowania tego
rozwigzania w praktyce, poniewaz wszelkie manipulacje w genomach muszg by¢
zakwalifikowane jako wytworzenie GMO (organizmoéw genetycznie modyfikowanych).
Ewentualne wdrozenie produktdéw, szczegdlnie produktéw leczniczych, opartych na GMO

musi napotkac na bardzo powazne przeszkody formalne a takze na opo6r konsumentéw i
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watpliwosci etyczne. Dlatego technologia pozwalajgca modyfikowa¢ kapsydy bez zmian
w genomach fagowych ma duzy potencjat aplikacyjny, wykraczajacy zdecydowanie poza
samo oczyszczanie fagéw; phage display jest bowiem proponowany jako metoda
produkcji szczepionek, preparatéw przeciwnowotworowych, i in.

W pracy wprowadzono pojecie kompetytywnego ‘phage display’, opartego na
jednoczesnym (konkurencyjnym) wbudowywaniu do kapsydu biatek natywnych
ekspresjonowanych z genomdéw bakteriofagowych oraz biatek rekombinowanych,
ekspresjonowanych z towarzyszacych wektoréw plazmidowych, wprowadzonych do
komédrek gospodarza. Metoda umozliwia oczyszczanie bakteriofagéw do poziomu
czystosci odpowiedniej do badan immunologicznych. W pracy wykazano ponadto, ze
metoda ta umozliwia oczyszczenie wybranego szczepu bakteriofagowego w przypadku
kontaminacji drugim, podobnym szczepem bakteriofagowym. Dostepne dotychczas
metody nie oferowaty takiej mozliwosci.

Praca zaowocowata tez zgtoszeniem patentowym, na ktore uzyskano finansowanie w

ramach projektu POIG, zgtoszenia P392774 i PCT W02012/057643A1.

5. KaZmierczak Z., Piotrowicz A., Owczarek B., Hodyra K., Miernikiewicz P., Lecion D,
Harhala M., Gorski A., Dabrowska K.: Molecular imaging of T4 phage in mammalian

tissues and cells. Bacteriophage 4(1):e28364, 2014

Praca przedstawia nowg metode obrazowania molekularnego bakteriofagow w
tkankach i komérkach (np. makrofagach), oparta na phage display biatek
fluorescencyjnych. Jest ona odpowiedzig na potrzebe, jakg stwarzajg rozwijajgce sie
badania farmakokinetyki fagéw oraz ich bezposrednich interakcji z komorkami ssakéw.

Zielone Dbiatko fluorescencyjne (green fluorescent protein, GFP) zostato
zaprezentowane na powierzchni bakteriofaga w formie fuzji z biatkiem Hoc. Tak
przygotowane bakteriofagi zostaty oczyszczone, potwierdzono ich fluorescencje, a
nastepnie zwizualizowane poprzez detekcje fluorescencji w tkankach mysich po podaniu
dozylnym ($ledziona, wezty chtonne) lub w makrofagach (inkubacja komérek z fagiem in
vitro).

Jest to pierwszy raport prezentujacy fluorescencyjng wizualizacje bakteriofagéw

obecnych w zywych komérkach lub tkankach.
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6. Gamkrelidze M., Dabrowska K.: T4 bacteriophage as a phage display platform. Archives
of Microbiology 196(7):473-9, 2014
Praca przedstawia przekrojowg analize i podsumowanie obecnego stanu wiedzy na
temat techniki phage display stosowanej na platformach pochodzacych z rodziny T4.
W pracy potozony zostat szczegdlny nacisk na praktyczne aspekty zagadnienia, proponujac
autorska analize mozliwosci ptynacych z wykorzystania tego typu platform w poréwnaniu
do klasycznego podejscia bazujgcego na fagach filamentowych, pochodzacych z grupy
M13. Praca integruje takze aktualny stan wiedzy metodycznej oraz przedstawia

zastosowania techniki w réznych gateziach biotechnologii.

7. Dabrowska K., Kazmierczak Z., Majewska J., Miernikiewicz P., Piotrowicz A., Wietrzyk J.,
Lecion D., Hodyra K., Nasulewicz-Goldeman A., Owczarek B., Gorski A.: Bacteriophages
displaying anticancer peptides in combined antibacterial and anticancer treatment.
Future Microbiology 9(7), 861-869 2014

Praca przedstawia ocene mozliwosci zastosowania bakteriofagéw prezentujgcych
anty-nowotworowe peptydy do jednoczesnej terapii przeciwnowotworowej oraz
przeciwbakteryjnej. Bakteriofagi zostaty zmodyfikowane metoda ‘phage display’, dzieki
czemu prezentowaty na swojej powierzchni obcy peptyd pochodzacy z lamininy: YIGSR.
Jednoczesnie zachowaty swojg naturalng zdolnosé do zabijania bakterii Escherichia coli.

W pracy zastosowano model mysi infekcji pooperacyjnej przy jednoczesnym
wzroscie guza nowotworowego. Nowotwér to mysi rak sutka 4T1, myszy BALB/c.
Uzyskano wyczuwalne guzy u badanych zwierzat, a nastepnie poddano je operacji
polegajgcej na nacieciu skéry i guza, po czym rane opatrzono szwem chirurgicznym. Taki
uktad doswiadczalny jest modelem nieudanej operacji usuniecia guza, po ktorej
nastepuje wzrost wznowy nowotworowe]. Rane zakazano $rddoperacyjnie bakterig
Escherichia coli. U tak przygotowanych zwierzgt nastepowat dalszy wzrost guza oraz
utrzymywata sie infekcja. Zwierzetom podawano modyfikowane bakteriofagi
prezentujgce peptydy YIGSR lub fagi kontrolne.

Stwierdzono zahamowanie wzrostu guzéw u myszy traktowanych modyfikowanymi
bakteriofagami w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Rowniez rozwdj infekcji w ranie

zostat zahamowany u myszy traktowanych wszystkimi rodzajami bakteriofagow.
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Mimo duzej popularnosci techniki ‘phage display’ w badaniach nad peptydami i
biatkami o dziataniu przeciwnowotworowym, jest to pierwsza praca, w ktérej poddano
ocenie i wykazano moiliwos¢ jednoczesnego dziatania przeciwnowotworowego
(modyfikacja molekularna) oraz dziatania przeciwbakteryjnego (naturalna aktywnos¢)

bakteriofagow.

Dabrowska K, Miernikiewicz P, Piotrowicz A, Hodyra K, Owczarek B, Lecion D,
Kazmierczak Z, Letarov A, Gorski A: Immunogenicity studies of proteins forming the T4
phage head surface. Journal of Virology 2014

Immunogennos¢ bakteriofagéw jest jednym z gtéwnych czynnikéw decydujacych o
ich losie in vivo; ma wptyw na utrate aktywnosci i usuwanie czgstek fagowych, a przez to
ogranicza ich zdolnos¢ do niszczenia bakterii. Przeprowadzitam analize poréwnawczg
immunogennosci poszczegdlnych biatek tworzgcych powierzchnie gtéwki bakteriofaga T4,
wraz z oceng wptywu przeciwciat o okreslonej specyficznosci na aktywnosé bakteriofagéw
in vitro oraz in vivo w przebiegu infekcji bakteryjnej. Wykorzystane zostaty
wysokooczyszczone biatka kapsydowe oraz wysokooczyszczone bakteriofagi, ktore
testowano w modelu mysim oraz z uzyciem ludzkich surowic. Wykazane zostato kluczowe
znaczenie gtéwnego biatka kapsydu (Major Capsid Protein, gp23) w immunizacji populacji
ludzkiej przeciwko T4. Do tej pory jako najsilniej immunogenne biatko kapsydu
wskazywano biatko Hoc ze wzgledu na jego nazwe (Highly Immunogenic Outer Capsid
Protein). W swojej pracy dotartam do zrddet tej nazwy, t.j. do oryginalnej japoniskiej pracy
autorstwa Ishii i Yanagida (1974); nazwa zostata nadana w oparciu o poréwnanie
wytgcznie z jednym, wybranym biatkiem (gpSoc), co wiecej: wyizolowanym z kapsydu, bez
mozliwosci oceny immunogennosci biatek w catej strukturze faga. Dlatego przedstawiona
praca wnosi oryginalny wkfad w rozumienie, a nawet obala obiegowe, nieuzasadnione
przekonania co do rozktadu najwazniejszych elementéw immunogennych na kapsydzie
T4. Ponadto, nowoscig jest wykazanie, ze przeciwciata specyficzne do biatek gtowki
moga neutralizowa¢ aktywnos¢ bakteriofagdw. Nowym elementem w tej pracy jest
rowniez wykazanie roli uktadu dopetniacza w inaktywowaniu bakteriofagow, co
wskazuje na ograniczone podobieAstwo pomiedzy procesami decydujgcymi o usuwaniu z
organizméw niepatogennych wirusdw bakteryjnych i tych zaangazowanych w usuwanie i

neutralizacje patogennych wiruséw ludzi i zwierzat.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Podsumowanie. Méj dorobek naukowy obejmuje wspdtautorstwo w 34 anglojezycznych

pracach opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports
w tym po uzyskaniu stopnia naukowego doktora wspdtautorstwo w 22 opublikowanych
pracach oryginalnych (pierwszy autor - 8 prac, autor korespondencyjny - 9 prac),
wspotautorstwo w 8 pracach przeglagdowych. Poza publikacjami naukowymi na dorobek ten
sktada sie 6 referatéw wygtoszonych na miedzynarodowych konferencjach naukowych (1 na
zaproszenie organizatorow konferencji), 28 komunikatow zjazdowych w formie plakatow, 2
patenty krajowe, 1 krajowe zgtoszenie patentowe oraz 4 miedzynarodowe zgtoszenia
patentowe. Sumaryczny wspotczynnik wptywu (impact factor) prac oryginalnych wynosi
71,068 (punktacja MNiSW: 735 pkt.) Do dnia 20 sierpnia 2014 r., wedtug bazy Web Of
Science (WOS), prace byty cytowane 298 razy (wytgczono autocytowania) a indeks Hirsh’a
wynosi 10. taczny IF osmiu prac objetych rozprawg habilitacyjng wynosi 25,235. Ponadto,
w ramach dziatalnosci naukowej bytam lub jestem kierownikiem 8 projektow badawczych
oraz kierownikiem 2 indywidualnych zadan badawczych w projektach wieloosrodkowych.
Uczestniczytam tez w realizacji kolejnych 6 projektéw badawczych (jako wykonawca).
Wymienione projekty byty lub sg finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, Narodowe Centrum Nauki, Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (w tym 1 projekt
ktérego zrédtem finansowania sg srodki UE w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna

Gospodarka).

a) Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Prowadzong obecnie tematykg naukowg zajetam sie jako studentka Studium
Doktoranckiego przy Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu, w
Samodzielnym Laboratorium Bakteriofagowym. Wiodgcym tematem tego laboratorium jest
biologia bakteriofagéw, w szczegdlnosci jej aspekty majgce przetozenie na mozliwosé
praktycznego zastosowania tych wiruséw w terapii. Laboratorium ma dtugg historie badan
nad bakteriofagami oraz ich terapeutycznego stosowania, a od roku 2005 dziata przy
Instytucie jedyny w Unii Europejskiej Osrodek Terapii Fagowej spetniajgcy formalne wymogi

co do prowadzenia fagowej terapii eksperymentalne;.
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Moje zainteresowania badawcze od poczatku koncentrujg sie na oddziatywaniach
wirusow bakteryjnych z organizmami ssakdw oraz na potencjalnym wptywie, jaki fagi moga
wywiera¢ na procesy fizjologiczne. Wobec powszechnego zainteresowania oddziatywaniami
fag-bakteria, byt to kierunek badan nietypowy nie tylko w Polsce, ale i na Swiecie.
Uzasadnieniem dla takiego nietypowego nurtu badawczego jest rola, jakg mogg odgrywaé

bakteriofagi w leczeniu pacjentéw cierpigcych na lekooporne zakazenia bakteryjne.

Jednym z wazniejszych tematéw podjetych jeszcze w okresie studiow doktoranckich
(wspotpraca z Laboratorium Immunologii Nowotworéw IITD), byt wptyw bakteriofagéw na
eksperymentalne procesy nowotworowe. Badania dotyczyty zaréwno oddziatywan in vitro
jak i in vivo. W szczegélnosci badatam oddziatywania adhezyjne fag-komdrka oraz wptyw
fagébw na eksperymentalne procesy nowotworowe w modelach mysich. W tym celu
analizowatam potencjatu migracyjny komérek, adhezje do macierzy miedzykomaérkowej oraz
innych komadrek, ekspresje réznego typu czastek na powierzchni komarki, analize faz cyklu
komdrkowego, prowadzitam testy proliferacyjne, badatam tworzenie przerzutéw w organach
mysich, wzrost guza litego, a takze eksperymentalny homing komdrek nowotworowych w
ptucach (z uzyciem komdrek znakowanych chemiluminescencyjnie). W celach badawczych
ustalitam linie komérek nowotworowych i prawidtowych znakowanych wybranymi
znacznikami, a takze wyselekcjonowatam linie o podwyzszonym potencjale przerzutowym
lub migracyjnym. Badania te pozwolity m.in. na pierwszg pozytywng ocene w modelu
eksperymentalnym bezpieczenstwa stosowania bakteriofagbw w  przypadku
wspotwystepujacej choroby nowotworowej. Obserwacje te mogg wiec zosta¢ wykorzystane
w dalszym rozwoju terapii bakteriofagowej (opublikowano: Acta Virologica 2004, Anticancer

Research 2004).

Fagi sg powszechne w organizmach ludzi i zwierzat, poniewaz pasozytujg na
znajdujgcych sie tam bakteriach, zaréwno niepatogennych jak i patogennych.
Przeprowadzone przeze mnie badania pozwolity takze na zaproponowanie molekularnego
szlaku oddziatywania naturalnie wystepujgcych bakteriofagdw z komérkami srdodbtonka
ssakéw (np. w jelicie); w oddziatywania zaangazowane sg najprawdopodobniej receptory
integrynowe oraz w przypadkéw bakteriofagdw z rodziny T4 narozne biatko kapsydu
fagowego zawierajgce motyw aminokwasowy KGD (homolog RGD) (czesciowo

opublikowano: Acta Virologica 2004, Oncology Res. 2005, prace obecnie kontynuowane).
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W toku prac prowadzonych na studiach doktoranckich wyselekcjonowatam unikalny
szczep bakteriofaga z rodziny T4, ktéry charakteryzowat sie zwiekszonym powinowactwem
do komérek eukariotycznych. Selekcje przeprowadzitam proponujgc autorskg metode pasazy
opartych na adhezji (objeto patentem: patent polski nr 195815). Nastepnie zidentyfikowatam
mutacje nadajgca temu szczepowi jego szczegdlne cechy oraz wykazatam istotne rdznice w
farmakokinetyce tego faga w porédwnaiu do szczepu dzikiego. W ten sposdb jako pierwsza
wskazatam biatko kapsydowe bakteriofaga (gpHoc), ktérego funkcja w kapsydzie byta
wczesniej powszechnie uwazana za nieznang, a ktére okazato sie mediowac i modyfikowac
oddziatywania tego faga z komdrkami ssakdéw (opublikowano juz po obronie doktoratu:

Oncology Research 2005, Archives of Virology 2006, Archives of Microbiology 2007).

b) Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora
Podjety jeszcze podczas studidw doktoranckich kierunek badawczy, jakim byta
identyfikacja biatek strukturalnych determinujgcych oddziatywania fagéw z organizmami

ssakéw, kontynuuje i rozwijam do chwili obecne;j.

Najwazniejsze uzyskane przeze mnie wyniki zostaty zawarte w cyklu publikacji
naukowych przedstawionych jako proponowana rozprawa habilitacyjna, szczegétowo
opisanych w punkcie 3b niniejszego autoreferatu (strony 5-15). Ponizej przedstawione
zostaty najwazniejsze zagadnienia wykraczajgce poza ten cykl, w tym czeSciowo

niepublikowane.

Identyfikacja elementéw adhezyjnych kapsydu (wzgledem komodrek ssakéw, gtdwnie
komoérek jelita ze wzgledu na typowe Srodowisko wystepowania fagdw w organizmie)
zaowocowata okresleniem drugiego biatka, ktére w niektérych warunkach moze wchodzi¢ w
tego typu interakcje (gpSoc). W tym biatku zidentyfikowatam region ok. 20 aminokwasdw,
ktéry mediuje jego adhezyjny potencjat (prace zostaty wykonane pod moim kierownictwem
w ramach pracy magisterskiej mgr. Zuzanny KaZmierczak (Zawadzkiej)). Wykonana zostata
rowniez konstrukcja mutanta fagowego pozbawionego tego biatka i obecnie trwajg prace
nad okresleniem jego zdolnosci adhezyjnych, cyrkulacji in vivo oraz ewentualnego wptywu na

wzrost nowotwordéw eksperymentalnych.

Jestem rdéwniez zaangazowana w badanie wifasciwosci biatek bakteriofagowych
decydujgcych o fagowej specyficznosci (gp12, gp37). Celem jest okreslenie interakcji tych

biatek z uktadem immunologicznym, badanie funkcji przeciwciat specyficznych do tych biatek
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oraz ewentualnych indukowanych przez nie efektow fizjologicznych, np. produkcji
wybranych cytokin. Do tej pory, przy udziale cztonkéw prowadzonego przeze mnie zespotu,
udato sie uzyska¢ produkty biatkowe, dobrze ustali¢ metodyke pozyskiwania jako produktow
rekombinowanych oraz okresli¢ fizykochemiczne cechy tych biatek, w toku sg badania w

modelu in vivo (prace magisterskie: mgr Piotr Szkuta, mgr Ryszard Soluch).

Problem produkcji przeciwciat w odpowiedzi na obecnos¢ bakteriofagow w
organizmie byt przedmiotem jednej z prac cyklu habilitacyjnego (Journal of Virology 2014).
Kontynuacja tego tematu jest badana obecnie pod moim kierunkiem identyfikacja réznic w
produkcji i charakterystyce indukowanych przeciwciat w zaleznosci od drogi i schematu
podania a takze od charakterystyki molekularnej bakteriofagéow (model mysi). Dodatkowo
uwzgledniona zostata charakterystyka statusu mikrobiologicznego badanych zwierzat.
Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze aplikacja duzych bakteriofagéw per os nie pozwala
na ich skuteczne przenikanie do krwi, ale obserwowana jest ich stata obecnos¢ w jelicie w
wysokich stezeniach, a dtugotrwate podawanie (w modelu mysim 100 dni) pozwala na
skuteczne indukowanie przeciwciat klasy 1gG. Co ciekawe, przeciwnie do oczekiwan, brak jest
istotnych zmian w charakterystyce bakterii zasiedlajacych jelito. Wystepujg tez istotne
roznice pomiedzy poszczegdlnymi biatkami kapsydu w ich efektywnosci w indukowaniu
przeciwciat, szczegdélna immunogennos¢ wykazuje gtéwne biatko kapsydu gp23 (praca w

przygotowaniu).

Swoje badania rozszerzytam tez na szczepy bakteriofagow terapeutycznych
stosowanych w Osrodku Terapii Fagowej przy Instytucie. Prace rozpoczetam w ramach
dwoch projektow pozyskanych niedawno z Narodowego Centrum Nauki (Sonata Bis oraz
Harmonia). Pierwszy z projektéw zmierza do identyfikacji wptywu jaki terapeutyczne
bakteriofagi wywierajg na organizmy ssakow na poziomie szlakow wewnatrzkomadrkowych,
drugi jest poswiecony charakterystyce i modyfikacjom gtownych determinant antygenowych
w grupie bakteriofagéw terapeutycznych aktywnych przeciwko bakteriom Pseudomonas. W

obu wypadkach prace badawcze sq obecnie w toku.

//\) roclauy,
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