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4. Omo6wienie osiggnie¢ naukowych, o ktéorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zZn. zm.)

Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnieé, jak i w
Sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane
osiagniecie jest dzielem wspoélautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania
dorobku z okresu calej kariery zawodowej.

a) Tytul glownego osiagniecia naukowego opublikowanego w postaci cyklu 5 publikaciji:

Odpowiedz immunologiczna i behawioralna zwierzat na bakteriofagi i antybiotyki

1. Podlacha, M., Grabowski, L., Kosznik-Kwasnicka, K., Zdrojewska, K., Stasitojé, M.,
Wegrzyn, G., Wegrzyn, A. Interactions of bacteriophages with animal and human
organisms—safety issues in the light of phage therapy. International Journal of Molecular
Sciences. 2021, 22(16), 8937. doi: 10.3390/ijms22168937

M wklad w powstanie tej publikacji obejmowat:

- przygotowanie rozdziatu dotyczacego drog wnikania bakteriofagéw do tkanek zwierzat i ludzi

- przygotowanie rozdziatlu dotyczacego interakcji bakteriofagow z ukltadem oddechowym
(pierwszy autor)

2. Kosznik-Kwasnicka, K., Podlacha, M., Grabowski, L., Stasitoj¢, M., Nowak-Zaleska, A.,
Cieminska, K., Cyske, Z., Dydecka, A., Gaffke, L., Mantej, J., Myslinska, D., Necel, A.,
Pierzynowska, K., Piotrowska, E., Radzanowska-Alenowicz, E., Rintz, E., Sitko, K., Topka-
Bielecka, G., Wegrzyn, G., Wegrzyn, A. Biological aspects of phage therapy versus antibiotics
against Salmonella enterica serovar Typhimurium infection of chickens. Frontiers in Cellular
and Infection Microbiology. 2022, 12, 941867. doi: 10.3389/fcimb.2022.941867

Moébij wklad w powstanie tej publikacji obejmowal:

- koordynowanie pracy laboratoryjnej, obejmujgcej sekcje kurczat oraz pobieranie i
przygotowywanie tkanek i narzadéow do dalszych analiz

- wykonywanie sekcji zwierzat
- przygotowanie krwi i osocza do dalszych badan

- przeprowadzenie analizy statystycznej i wizualizacja wynikéw badan mikrobiomu



3. Grabowski, L., Wegrzyn, G., Wegrzyn, A., Podlacha, M. Highly different effects of phage
therapy and antibiotic therapy on immunological responses of chickens infected with
Salmonella enterica serovar Typhimurium. Frontiers in Immunology. 2022, 13, 956833. doi:
10.3389/fimmu.2022.956833

Moij wkiad w powstanie tej publikacji obejmowat:

- tworzenie koncepcji publikacji
- zaplanowanie do$wiadczen
- koordynowanie pracy laboratoryjnej

- wykonywanie czgsci doswiadczen obejmujacych: sekcje zwierzat; przygotowywanie krwi
celem pozyskania osocza i izolacji komorek jednojadrzastych (PBMC); wykonywanie analizy
wybranych parametréw hematologicznych i analizy cytometrycznej populacji limfocytow T i B
oraz ich subpopulacji; wspotwykonywanie oznaczen stezenia cytokin pro-zapalnych i
wykazujacych dziatanie przeciwzapalne; wspotwykonywanie analizy stezenia kortyzolu i
kortykosteronu

- przygotowanie, analizg¢ i interpretacj¢ uzyskanych wynikow oraz danych uzupetniajacych (tzw.
supplementary data)

- przeglad i wybdr literatury
- przygotowanie wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu

- odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentow (autor korespondujacy)

4. Grabowski, L., Wegrzyn, G., Wegrzyn, A., Podlacha, M. Phage therapy vs. the use of
antibiotics in the treatment of Salmonella-infected chickens: comparison of effects on
hematological parameters and selected biochemical markers. Antibiotics. 2022, 11(12), 1787.
doi: 10.3390/antibiotics11121787

M6 wklad w powstanie tej publikacji obejmowat:

- tworzenie koncepcji publikacji

- zaplanowanie doswiadczen

- przygotowanie krwi celem uzyskania osocza

- przeprowadzenie analizy hematologicznej i oznaczen parametréw biochemicznych
- przeglad i wybor literatury

- przygotowanie wstgpnej i ostatecznej wersji manuskryptu

- odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentow (autor korespondujacy)



5. Grabowski, L., Pierzynowska, K., Kosznik-Kwasnicka, K., Stasitoj¢, M., Jerzemowska, G.,
Wegrzyn, A., Wegrzyn, G., Podlacha, M. Sex-dependent differences in behavioral and
immunological responses to antibiotic and bacteriophage administration in mice. Frontiers
in Immunology. 2023, 14, 1133358. doi: 10.3389/fimmu.2023.1133358

Moij wkiad w powstanie tej publikacji obejmowat:

- kierowanie projektem

- tworzenie koncepcji publikacji

- zaplanowanie do$wiadczen

- koordynowanie pracy laboratoryjnej

- wykonywanie cze$ci do$§wiadczen obejmujacych: przeprowadzenie analizy aktywnosci
lokomotorycznej w aktometrach; wspotwykonywanie testu otwartego pola i uniesionego
labiryntu krzyzowego; pobranie krwi i przygotowanie jej do dalszych analiz, w tym pozyskanie
osocza 1 izolacje komorek jednojadrzastych (PBMC); wspotwykonywanie analizy wybranych
parametrow hematologicznych i analizy cytometrycznej populacji limfocytéw T i B oraz ich
subpopulacji; wspotwykonanie oznaczen stgzenia cytokin pro-zapalnych i wykazujacych
dzialanie przeciwzapalne; wazenie zwierzat i wykonywanie ich sekcji; przygotowanie czgsci
homogenatow; zebranie materiatu do analizy mikrobiomu

- analizg i interpretacj¢ uzyskanych wynikow

- przeprowadzenie analizy statystycznej i przygotowanie wizualizacji wynikow oraz danych
uzupetniajacych (tzw. supplementary data)

- przeglad i wybdr literatury
- przygotowanie wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu

- odpowiedzi na pytania i uwagi recenzentow (autor korespondujacy)
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Podstawa mojego glownego osiagniecia naukowego jest cykl pigciu artykutow
naukowych, opublikowanych w czasopismach o =zasiggu miedzynarodowym. Tematem
przewodnim jest analiza odpowiedzi immunologicznej i behawioralnej zwierzat (kurczat i myszy)

po podaniu bakteriofagow i antybiotykow.

Pojawienie si¢ bakterii opornych na wigkszo$¢ stosowanych antybiotykow stato sig
powaznym problemem medycznym, a niemozno$¢ wyleczenia pacjentow cierpigcych na infekcje
wywotlane przez te szczepy bakterii doprowadzita do powstania terminu ,,kryzys antybiotykowy”
(Pérez i wsp., 2020). Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia liczba zgonéw w 2019 roku
spowodowanych przez infekcje bakteriami wielolekoopornymi w samej tylko Europie wyniosta
ponad 133 000 (Mestrovic i wsp., 2022). Szacuje si¢, ze do 2050 roku liczba ta przekroczy 10
milionéow, czyli o 2 miliony wiecej niz w przypadku zgondéw spowodowanych chorobami
nowotworowymi (Soto, 2023). Antybiotyki sa stosowane nie tylko w leczeniu infekcji
bakteryjnych, sg one rowniez przepisywane profilaktycznie pacjentom poddawanym réznym
zabiegom czy procedurom medycznym, od implantacji endoprotez po chemioterapie. Ponadto,
znaczace ilosci antybiotykow stosuje si¢ réwniez w medycynie weterynaryjnej. Jest to
podyktowane czestym wystepowaniem infekcji bakteryjnych nie tylko u zwierzat gospodarskich,
dostarczajacych migsa, mleka czy jajek, ale takze u zwierzat domowych (jak psy czy koty).
Dlatego tez rozprzestrzenianie si¢ opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe (ang. AMR)
bedzie niosto coraz to bardziej negatywne skutki nie tylko finansowe, ale przede wszystkim te
ponoszone w wyniku nie moznosci wyleczenia infekcji (Soto, 2023). W zwiazku z tym konieczne
jest poszukiwanie alternatywnych sposobow leczenia chorob ludzi i zwierzat wywolywanych
przez te bakterie (Nwobodo i wsp., 2022).

Terapia bakteriofagowa jest potencjalng metoda zwalczania infekcji bakteryjnych,
opierajaca si¢ na wykorzystaniu bakteriofagow (w skrocie fagéw) — wirusow, ktoére moga
rozmnazac¢ si¢ w komoérkach bakteryjnych i je eliminowac. Istnieje szereg zalet stosowania fagow,

do ktérych naleza m.in. specyficzno$¢ wobec wybranych gospodarzy i ograniczenie propagacji




wylgcznie do ich obecnosci (Gorski i wsp., 2020). Zgodnie z powszechng wiedzg bakteriofagi —
jako wirusy infekujace wylacznie komorki bakteryjne sa uwazane za nieszkodliwe dla ludzi i
zwierzat (Gorski 1 wsp., 2019; 2020). Mozna zatem zatozy¢, ze terapia fagowa jest procedura
bezpieczna, o znikomym, jesli w ogdle, ryzyku dla pacjentdow czy leczonych zwierzat. Wnioski
te, znajduja réwniez potwierdzenie w wynikach badan klinicznych, w ktorych nie odnotowano
zadnych powaznych dzialan niepozadanych (Luong i wsp., 2020). Z drugiej strony, nowsze dane
literaturowe (a takze niektore artykuty opublikowane wiele lat temu) wskazuja, ze bakteriofagi
mogg efektywnie oddziatywa¢ z komoérkami ludzi i zwierzat, wpltywajac na procesy
biochemiczne i fizjologiczne (Putra i Lyrawati, 2020). Pojawia si¢ wigc pytanie, czy takie
interakcje sg faktycznie bezpieczne, biorgc pod uwage, ze mimo braku ostrych reakcji, niektore
tagodniejsze skutki moga by¢ nadal niebezpieczne dla pacjentéw lub zwierzat, poddanych terapii
fagowej. Rozpatrujac organizm ludzki jako swoiste siedlisko dla bardzo zréznicowanej
mikroflory wykazano, ze bakteriofagi moga wystepowac nie tylko w przewodzie pokarmowym,
gdzie ich obecno$¢ nie jest niczym zaskakujacym z uwagi na fakt, ze sa wirusami infekujacymi
bakterie jelitowe, ale takze we krwi, moczu czy ptynie mézgowo-rdzeniowym (Blanco-Picazo i
wsp., 2020). Ponadto, bakteriofagi wystepujace we krwi obwodowej moga oddziatywaé z
uktadem odpornosciowym (Van Belleghem i wsp., 2019). Wykazano réwniez, ze moga one u
ludzi wchodzi¢ w specyficzne interakcje =z biatkami niekolagenowymi macierzy
pozakomoérkowej, takimi jak fibronektyna (Porayath i wsp., 2018). Takie interakcje moga
znaczaco modulowac funkcje ludzkich tkanek i narzadow. Bakteriofagi sg w stanie penetrowac
warstwy komorek nabtonka na drodze endocytozy. Z kolei Lehti i wsp. (2017) przeprowadzili
badania na komorkach nerwiaka zarodkowego (neuroblastomy), w ktorych zaobserwowano, ze
bakteriofagi poprzez internalizacj¢ moga dociera¢ nawet do jadra komorkowego. Chociaz
interakcje bakteriofagow z ludzkimi czy zwierzgcymi komoérkami, tkankami i narzagdami mogg
by¢ potencjalnie wykorzystywane w terapii, pojawiajg si¢ rowniez sugestie, ze ich wplyw na
organizmy ssakow moze by¢ szkodliwy. Moga one znaczaco rzutowaé na sktad mikrobioty
jelitowej, a tym samym zaburza¢ funkcjonowanie przewodu pokarmowego, co zostato
zaobserwowane na szczurach otrzymujacych koktajl bakteriofagowy, a same bakteriofagi
okre$lono nawet mianem ,,nowych patogenéw ssakow” (Tetz i wsp., 2017). Ich potencjalne
patogenne dziatanie nie musi ogranicza¢ si¢ tylko do przewodu pokarmowego, poniewaz
poOzniejsze badania tego samego zespotu sugeruja, ze obecnos¢ konkretnych bakteriofagéw moze
by¢ jednym z czynnikow, przyspieszajacych progresj¢ choroby Parkinsona u ludzi (Tetz i wsp.,
2018). Ponadto, wykazano dos$wiadczalnie, ze bakteriofagi moga nasila¢ zapalenie jelit i
okreznicy poprzez bezposrednie oddzialywanie na komorki eukariotyczne i funkcjonowanie
uktadu odporno$ciowego ssakow (Gogokhina i wsp., 2019). Biorac pod uwage powyzsze dane
oraz fakt, ze prace przegladowe donoszace o braku efektow ubocznych fagoterapii opieraja si¢

jedynie na 35 przypadkach klinicznych i wynikach 20 do§wiadczen na modelach zwierzgcych



oraz zwigkszajacej si¢ liczbie publikacji sugerujacych, ze bakteriofagi mogg jednak
stymulowac¢/modulowaé uktad odpornosciowy ssakow w nie do konca zbadany i swoisty dla
siebie sposob, ktoéry moze by¢ odmienny u ré6znych grup organizmoéw, jest to kwestia wymagajaca
dalszego zbadania (Liu i wsp., 2021). Niewatpliwie doniesienia opublikowane na przestrzeni
ostatnich lat wskazuja, ze wplyw bakteriofagdéw na zdrowie, ale takze progresj¢ chordb ludzi i
zwierzat, ktorym te wirusy sa podawane, jest znacznie bardziej skomplikowany niz ich
bezposrednie interakcje z pojedynczymi gospodarzami bakteryjnymi. Przyktadem tego moga by¢
interakcje z ukladem odporno$ciowym ssakow, nasilenie zjadliwosci fagéow przeciwko ich
bakteryjnym gospodarzom w obecnosci komorek eukariotycznych (Chibani-Chennoufi i wsp.,
2004), zwickszona przepuszczalnos¢ jelit spowodowana zastosowaniem  koktajlu
bakteriofagowego czy nasilenie zapalenia okr¢znicy. Potencjalny wptyw bakteriofagow na ludzi
1 zwierzeta jest determinowany efektywnos$cig ich dystrybucji do roznych tkanek czy narzadow,
ktéra opiera si¢ m.in. na transcytozie oraz prawdopodobnie réwniez innych mechanizmach, a jej
wydajnos¢ jest takze zalezna od drogi podania (doustnego, dozylnego lub dootrzewnowego)
(Otero i wsp., 2019). Wspdlnym mianownikiem powyzszych publikacji jest konkluzja
wskazujaca na pilng potrzebe przeprowadzenia bardziej szczegétowych analiz (w tym
eksperymentow na réznych modelach zwierzecych) w celu pelnego zrozumienia ztozonych
oddzialywan miedzy bakteriofagami a ludzkimi/zwierzecymi komoérkami, narzadami czy
tkankami (Edwards i wsp., 2016). Takie badania maja kluczowe znaczenie, poniewaz nie tylko
pozwola lepiej zrozumie¢ skomplikowane interakcje migdzy bakteriofagami a organizmami
eukariotycznymi, ale takze obiektywnie i racjonalnie oceni¢ stosunek korzysci do potencjalnego
ryzyka w upowszechnianiu stosowania tej obiecujacej metody leczenia zakazen bakteryjnych,
jaka jest fagoterapia.

Moje gldwne osiagniecie naukowe koncentruje si¢ na analizie porownawczej odpowiedzi
immunologicznej i behawioralnej po podaniu bakteriofagéw i antybiotykow u réznych grup
organizmow (ptakow i ssakow) w kontekscie weryfikacji bezpieczenstwa stosowania fagoterapii,
jako metody alternatywnej w zwalczaniu infekcji bakteryjnych. Celem nadrzgdnym jest ocena
czy terapia fagowa podawana zwierzetom zdrowym, jak i z salmonelloza moze oddziatywac na
odpowiedz immunologiczna, a takze zaktoca¢ funkcjonowanie osrodkowego uktadu nerwowego,
co przejawia si¢ zaburzeniami behawioralnymi. Wszystkie publikacje wchodzace w sktad
przedstawionego osiggniecia naukowego laczy ocena odpowiedzi immunologicznej po
fagoterapii i antybiotykoterapii. Z uwagi na fakt, ze antybiotyki sa powszechnie stosowane nie
tylko w leczeniu infekcji bakteryjnych u ludzi czy w medycynie weterynaryjnej, ale takze w
produkcji drobiarskiej profilaktycznie lub terapeutycznie, a do niedawna rowniez, jako promotory
wzrostu, doswiadczenia przedstawione w niniejszych publikacjach zostaty przeprowadzone na
kurczakach oraz myszach. Ponadto, w ostatniej pracy, aby w peli oceni¢ odpowiedz uktadu

odpornosciowego na koktajl bakteriofagowy, eksperymenty przeprowadzono na zwierzetach obu



pici, a analizg rozszerzono o testy behawioralne, co posrednio pozwala takze wnioskowaé o
ewentualnym wplywie fagoterapii na osrodkowy uklad nerwowy. Dodatkowo, elementem
spajajacym wszystkie publikacje jest zastosowanie zwalidowanych metod, ktore sa powszechnie
stosowane w badaniach z zakresu immunologii czy neurofizjologii. Ocena odpowiedzi
immunologicznej zostala przeprowadzona z uzyciem cytometrii przeptywowej (okreslenie
procentowego udziatu populacji limfocytow T i B oraz subpopulacji limfocytow T pomocniczych
(Th, TCD4") i T cytotoksycznych (Tc, TCD8%); testbw immunoenzymatycznych ELISA (stezenie
cytokin prozapalnych: IL-1B, IL-6, IFN-y, IL-8, IL-12 oraz wykazujacych dziatanie
przeciwzapalne: 1L-10 i IL-4); zautomatyzowanej analizy morfologii krwi; zautomatyzowanej
analizy biochemicznej. Z kolei posrednia ocena funkcjonowania osrodkowego uktadu
nerwowego opierala si¢ o zastosowanie standardowych testow behawioralnych: testu otwartego
pola (reakcje lekowe i aktywnos$¢ lokomotoryczna), uniesionego labiryntu krzyzowego (procesy

pamiegciowe, reakcje lekowe) oraz aktometrow (aktywnos¢ lokomotoryczna).

Publikacja 1: Interactions of bacteriophages with animal and human organisms — safety
issues in the light of phage therapy

Niniejsza praca przegladowa podsumowuje dotychczasowa wiedze dotyczacg mozliwych
interakcji bakteriofagdbw z komoérkami eukariotycznymi, tkankami, narzadami czy catymi
uktadami, a takze prezentuje potencjalne drogi ich dystrybucji w organizmach ludzi i zwierzat. Z
uwagi na brak specyficznych receptorow dla bakteriofagow na komorkach eukariotycznych,
wirusy te byly przez dtugi czas uznawane za catkowicie neutralne dla zwierzat i ludzi. W ostatnim
czasie pojawit si¢ jednak szereg interesujacych doniesien, wskazujacych chociazby na
oddzialywania miedzy r6znymi typami bakteriofagdw a molekutami wystepujacymi w macierzy
pozakomorkowe;j takimi, jak: fibronektyna, zelatyna czy heparyna (Porayath i wsp., 2018). Tego
typu interakcje sa kluczowe, poniewaz moga bezposrednio przekladaé¢ si¢ na zmiany w
funkcjonowaniu tkanek i narzadéw. Wykazano takze, ze fagi moga wnika¢ do komoérek nabtonka
sutka poprzez endocytoze, a nawet dociera¢ do jader komorkowych. Taki mechanizm moze
utatwiac ich transport przez warstwy komorek nabtonkowych. Sugeruje sie, ze proces transcytozy
lezy u podstaw tego zjawiska (Nguyen i wsp., 2017). Wydaje si¢, ze kluczowe moga tu by¢ tzw.
biatka terminalne (enzymy, ktére moga inicjowac replikacje DNA niektorych bakteriofagow),
ktore posiadajg fragmenty przypominajgce sekwencje sygnatowe lokalizacji jadrowej (ang. NLS),
umozliwiajgce penetracje do jadra komorkowego komorki eukariotycznej (Redrejo-Rodriguez i
wsp., 2012). W swietle tych danych modulacja ekspresji niektorych genow eukariotycznych przez
bakteriofagi moze okaza¢ si¢ wysoce prawdopodobna. Jak si¢ okazuje, te wirusy bakteryjne moga
znaczaco wplywaé na funkcje ukladu odpornosciowego, ukladu oddechowego, osrodkowego

uktadu nerwowego, uktadu pokarmowego, moczowego czy uktadu rozrodczego. Moga nawet



oddzialywac¢ na procesy nowotworzenia. Pojawia si¢ wigc pytanie, czy ich wpltyw jest zawsze
korzystny czy niekiedy moze by¢ nawet szkodliwy. Dlatego kluczowe jest dogtgbne zrozumienie
mechanizméw interakcji migdzy bakteriofagami a eukariontami, co powinno pozwoli¢ na
racjonalne wykorzystanie tych wirusow w medycynie (zwlaszcza w terapii fagowej) czy

biotechnologii.

Publikacja 2: Biological aspects of phage therapy versus antibiotics against Salmonella

enterica serovar Typhimurium infections of chickens

Druga praca koncentruje si¢ na poréwnaniu biologicznych aspektow terapii fagowej (na
przyktadzie koktajlu ztozonego z bakteriofagow vB_SenM-2 i vB_Sen-TO17) i dwoch
antybiotykow (kolistyny 1 enrofloksacyny) powszechnie stosowanych w medycynie
weterynaryjnej u kurczat zakazonych Salmonella enterica. W obliczu pojawiania si¢ coraz
wigkszej liczby antybiotykoopornych szczepow Salmonella enterica i wprowadzeniu ograniczen
w stosowaniu antybiotykow w przemysle drobiarskim (Castro-Vargas i wsp., 2020) istnieje
koniecznos$¢ opracowania i wprowadzenia metod alternatywnych. Z drugiej strony antybiotyki sa
nadal waznymi lekami uzywanymi w weterynarii, w tym w hodowli drobiu (Deblais i wsp., 2020).
Glownym wnioskiem sformutowanym w oparciu o przeprowadzone badania jest to, Ze terapia
fagowa, jesli jest zastosowana krotko po wykryciu infekcji bakteryjnej, jest rownie skuteczna co
antybiotykoterapia, a przy tym duzo bezpieczniejsza. Najwyzsza efektywnos¢ zostata osiagnigta,
gdy leczenie rozpoczgto nie pdzniej niz jeden dzien po zakazeniu Salmonella enterica. Wowczas
juz poczawszy od nastepnego dnia, nie wykryto bakterii ani w analizowanych probkach katu, ani
w wymazach z kloaki. W przypadku, gdy bakteriofagi podawane sg po dtuzszym okresie od
zakazenia, bakterie sg w stanie rozprzestrzeni¢ si¢ w jelitach, wowczas potrzeba zdecydowanie
wiecej czasu, aby fagi mogly je efektywnie lizowa¢. Jak wiadomo warunki wzrostu bakterii w
jelicie sg zdecydowanie inne, niz te w laboratorium, a wydajno$¢ propagacji fagéw rdézni sig,
poniewaz jest $cisle zwigzana z cyklami zyciowymi ich gospodarzy. By¢ moze badanie profilu
lizy bakteriofagow w laboratorium w warunkach beztlenowych Iub mikroaerofilnych mogloby
dostarczy¢ bardziej szczegdtowych danych dotyczacych tego, jak szybko bakteriofagi sa w stanie
pokonac¢ infekcje bakteryjna, ktéra jest juz mocno rozwinigta. Warto jednak zaznaczy¢, ze nawet
po dtuzszym czasie (2 lub 4 dni po wykryciu bakterii z rodzaju Salmonella) fagi sa skuteczne w
zwalczaniu infekcji bakteryjnej. Jest to rowniez obiecujacy wynik, poniewaz potwierdza
skutecznos$¢ terapii fagowej w zwalczaniu juz trwajacej infekceji bakteryjnej, a nie tylko wskazuje
na jej potencjal jako §rodka profilaktycznego. Biorac pod uwage fakt, ze bakteriofagi wydaja si¢
nie mie¢ negatywnego wpltywu na zwierzgta, ten rodzaj terapii moze mie¢ zastosowanie w

nieinwazyjnym leczeniu infekcji bakteryjnych, bez koniecznos$ci likwidacji calego stada.



Kolejnym waznym aspektem jest czas utrzymywania si¢ stosowanych terapeutykow w
organizmach zwierzat. W przypadku zastosowania koktajlu fagowego, bakteriofagi byly
wykrywane w odchodach kurczat przez dwa do trzech tygodni, a nastepnie byly eliminowane z
przewodu pokarmowego, co bylo podyktowane brakiem bakteryjnych gospodarzy w tym
srodowisku. Co ciekawe, po podaniu doustnym mozliwa byla ich detekcja w roznych narzadach,
w tym w mozgu, sercu, watrobie, $ledzionie, migéniach czy nerkach. Jednak liczba wirionow byta
niska, nie przekraczata 200 fagow na 1 gram tkanki, co wskazuje na malg efektywnos$¢ penetracji.
Dane dotyczace przenikania bakteriofagow do narzadoéw ludzkich i zwierzgcych bez obecnosci
bakteryjnych gospodarzy nie sa nowe, zostaly opublikowane stosunkowo dawno (Mukerjee i
Ghosh, 1962). Waznym czynnikiem determinujacym efektywno$¢ tego zjawiska jest rodzaj
uzytego faga, jak i droga jego podania. Obecnie zdolnos¢ fagéw do przenikania do krwiobiegu i
narzadéw wewnetrznych jest przedmiotem intensywnych badan (Dabrowska i wsp., 2005;
Dabrowska i Abedon, 2019). Wptyw tego zjawiska na skuteczno$¢ i przebieg terapii nie jest
jeszcze jasno okreslony.

Innym interesujgcym zagadnieniem jest to, czy Kurcz¢ta moga wytwarzaé przeciwciata
przeciw fagom, ktore spowoduja ich neutralizacje i uniemozliwia ich skuteczne dziatanie w
zwalczaniu zakazen bakteryjnych. Wykazano brak neutralizacji bakteriofaga vB_Sen-TO17 i
umiarkowany stopien neutralizacji bakteriofaga vB_SenM-2 przez przeciwciata znajdujace sie¢ w
osoczu kurczat, ktore otrzymaty koktajl fagowy. Roznica ta, mogta by¢ podyktowana faktem, ze
vB_SenM-2 jest znacznie wigkszym wirusem niz vB_Sen-TO17 (Kosznik-Kwasnicka i wsp.,
2020a; 2020b), a co za tym idzie moze by¢ bardziej immunogenny. Ponadto, nie stwierdzono
komorek Salmonella opornych na podawane bakteriofagi czy antybiotyki.

Kolejnym waznym aspektem, ktory byt badany byta mikrobiota jelitowa, ktora odgrywa
kluczowa rolg w utrzymaniu homeostazy organizmu, a zmiany w jej sktadzie moga powodowac
powazne zaburzenia (Zhou i wsp., 2021), nie tylko w obrebie przewodu pokarmowego, ale takze
w wielu réznych narzadach wewnetrznych, a nawet w o$§rodkowym uktadzie nerwowym (Cao i
wsp., 2021). Pomimo tego, ze wczesniejsze prace nad zastosowaniem terapii fagowej u kurczat
koncentrowaty si¢ na badaniu obecnosci okreslonych bakterii chorobotworczych lub konkretnych
objawow u ptakow, ostatnie doniesienia wskazujg na konieczno$¢ badania mikrobiomu zaréwno
w trakcie, jak 1 po zakonczeniu okreslonego rodzaju terapii (Clavijo i wsp., 2022; Lorenzo-
Rebenaque i wsp., 2022). Przeprowadzona analiza wykazata, ze zarowno fagi jak i antybiotyki
zmienily sktad mikrobiomu jelitowego kurczat. Jednak zmiany spowodowane podaniem koktajlu
fagowego byly krotkotrwate, a mikrobiom normalizowat si¢ w ciagu 2-3 tygodni, podczas gdy
leczenie antybiotykami (enrofloksacyna lub kolistyna) skutkowato dtugotrwatymi zaburzeniami
profilu mikroflory jelitowej. Warto podkresli¢, Ze silniejszy wptyw bakteriofagéw na mikrobiom
odnotowano w grupie zwierzat nie zakazonych Salmonella enterica. Efekt ten, mogt wynika¢ ze

znacznej roznicy w dostepnosci wrazliwych szczepow bakterii gospodarzy u obu analizowanych



grup. W przypadku braku naturalnego gospodarza i stosunkowo wysokich dawek bakteriofagdw
mozliwe sg reakcje niespecyficzne, ktore mogg skutkowaé bardziej istotnymi zmianami w
mikrobiomie przewodu pokarmowego. Z drugiej jednak strony, zmiany obserwowano rowniez w
grupach zakazonych bakteriami z rodzaju Salmonella, dlatego nie mozna wykluczyé¢, ze byta to
kombinacja dwoch czynnikow, ktore spowodowaly obserwowane zmiany. Mianowicie
eliminacja bakterii z rodzaju Salmonella po fagoterapii skutkowata powstaniem niszy, ktora
zostata tymczasowo wypelniona innymi mikroorganizmami. Warto podkresli¢, ze w przypadku
fagoterapii nastgpita normalizacja mikrobiomu, a wyniki byly zblizone do tych w grupach
kontrolnych.

Podsumowujac, terapia fagowa byla tak samo skuteczna jak stosowanie enrofloksacyny
czy kolistyny w eliminowaniu eksperymentalnie indukowanej infekcji Salmonella Typhimurium
u kurczat. W obu przypadkach skuteczno$¢ byta najwyzsza, gdy terapeutyki byly podawane
krétko po zakazeniu. Terapia fagowa powodowala jednak mniejsze zmiany w mikrobiomie
jelitowym niz oba antybiotyki, co stanowi wazny argument przemawiajacy za wigkszym

bezpieczenstwem stosowania tego, alternatywnego podej$cia terapeutycznego.

Publikacja 3: Highly different effects of phage therapy and antibiotic therapy on
immunological responses of chickens infected with Salmonella enterica serovar

Typhimurium

Celem badan opisanych w trzeciej publikacji byta ocena wybranych parametrow
odpowiedzi immunologicznej na terapi¢ fagowa oraz antybiotyki u kurczat nie zakazonych, jak i
eksperymentalnie zainfekowanych Salmonella enterica serowar Typhimurium. Wazna
obserwacja w poprzedniej pracy, ktéra dotyczyta poréwnania biologicznych aspektow terapii
fagowej i1 antybiotykoterapii bylo to, ze bakteriofagi podawane doustnie mozna bylo wykry¢ w
roznych narzadach kurczat, w tym w nerkach, migsniach, §ledzionie, watrobie, sercu i mézgu. To
z kolei zrodzito pytanie o potencjalny wptyw bakteriofagdw na fizjologie ptakoéw. Z uwagi na to,
ze jedna z podstawowych reakcji organizmu ptaka czy ssaka na obecnos$¢ obcych makromolekut
jest odpowiedz immunologiczna, wazne byto zbadanie parametrow uktadu odpornosciowego w
ztozonym uktadzie eksperymentalnym, a wigc zard6wno u zwierzat nie zainfekowanych, jak i
zakazonych Salmonella enterica.

Zastosowany w niniejszej pracy eksperymentalny model infekcji bakteryjnej miat
okreslone parametry kinetyczne. Obserwacja stanu upierzenia, stopien
zaczerwienienia/odbarwienia grzebienia oraz analizowane markery stanu zapalnego czy ocena
histologiczna pobranych narzadéw wewnetrznych potwierdzity, ze infekcja miata charakter
przewlekly i utajony, bez widocznych objawow zewngtrznych. Rozpatrujac dynamike jej

rozwoju, zarowno poczynione obserwacje, jak i dane literaturowe potwierdzaja, ze w przypadku



S. enterica serowar Typhimurium najwieksza liczba bakterii jest wykrywana w jelicie Slepym,
natomiast wyniki ponizej progu detekcji dotycza watroby i §ledziony. Zmiany patofizjologiczne
wynikajace z przewleklego charakteru infekcji byly widoczne w podzniejszym czasie i
obejmowaty spadek masy ciata (nie u wszystkich kurczat) oraz nieprawidlowy obraz
histopatologiczny narzadéow wewngtrznych. Charakterystyczne byly przede wszystkim
uszkodzenia tkanek, a takze zmiany zapalne, wynikajace z infiltracji heterofili i limfocytow w
watrobie i nerkach oraz w mniejszym stopniu w $ledzionie. W wyniku doustnej suplementacji
koktajlu fagowego, oprécz eliminacji komoérek bakteryjnych, zaobserwowano takze brak zmian
w obrazie histopatologicznym badanych narzadéw. Odwrotne efekty odnotowano po
antybiotykoterapii, zwlaszcza po podaniu enrofloksacyny, ktéra negatywnie wplywata na
zachowanie kurczat (epizody agresji i autoagresji) oraz wyglad i strukture pidr, a przede
wszystkim indukowata szereg zmian patologicznych w strukturze badanych narzadow
wewnetrznych, w tym w mézgu. Ponadto, powodowata ona niefizjologiczne obnizenie stezenia
cytokin prozapalnych oraz tych wykazujacych dziatanie przeciwzapalne. Dostgpnych jest
niewiele danych literaturowych wskazujacych, ze antybiotyki z grupy chinolonéw, do ktorej
nalezy enrofloksacyna, powoduja deregulacje poziomu mRNA gendéw kodujacych niektore
cytokiny takie, jak: IL-lo, TNF-0, IL-2, IL-3 czy IL-4. Przypuszcza si¢, ze tego rodzaju
zaburzenie syntezy cytokin, ktére sg kluczowe dla utrzymania homeostazy immunologicznej,
przypomina uruchomienie bakteryjnego systemu SOS. Ponadto, w komoérkach ssakow taki stan
odzwierciedla odpowiedz organizmu na silny stres lub uszkodzenie DNA (Riesbeck, 2002).
Kiedy w wyszukiwarke artykulow naukowych wpiszemy frazg ,.enrofloksacyna i uktad
odpornosciowy kurczat” wyswietlone zostang tylko 22 wyniki. Wszystkie te, badania taczy
wspolny mianownik, jakim jest stwierdzenie, ze enrofloksacyna moze powodowaé powazne
zmiany w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego, w tym modulowaé¢ odpowiedz
immunologiczng kurczat. Jednakze, wiedza dotyczaca wplywu enrofloksacyny na poziom biatek
czy liczebnos¢ populacji i subpopulacji komoérek uktadu odpornosciowego kurczat jest
niewystarczajaca, dlatego jednym z zatozen tej pracy bylo kompleksowe zbadanie tej kwestii.
Chociaz antybiotyk ten ma szerokie spektrum dziatania, obejmujgce zarowno bakterie Gram-
dodatnie, jak i Gram-ujemne, jak si¢ okazuje wykazuje on rowniez wiele skutkow ubocznych,
obejmujacych uktad kostny, nerwowy czy odporno$ciowy. Wiele analizowanych danych
literaturowych jasno wskazuje, ze enrofloksacyna nie powinna by¢ antybiotykiem pierwszego
wyboru w zapobieganiu i leczeniu zakazen bakteryjnych u drobiu (Ma i wsp., 2020). Z Kkolei
koktajl fagowy nie tylko skutecznie zwalczat zakazenie Salmonella enterica serowar
Typhimurium bez zaklécania réwnowagi cytokinowej, ale znaczaco zwigkszal stezenie
kluczowych cytokin, ktore wywieraja dzialanie przeciwzapalne. Nawet stosunkowo niewielkie

podwyzszenie ich poziomu, jest kluczowe dla funkcjonowania organizmu w obliczu infekcji



bakteryjnej. Wzrost stezenia cytokin: IL-4 i IL-10, w wyniku fagoterapii sugeruje, ze podawane
doustnie bakteriofagi wywieraja dziatanie immunomodulujace, w tym przeciwzapalne.

Waznym aspektem, ktory nalezy wzia¢ pod uwage jest status immunologiczny organizmu
przed rozpoczgciem danego typu terapii. Zaleznos¢ ta, jest widoczna nie tylko w przypadku
modeli zwierzgcych, ale takze w badaniach klinicznych. Niektore dane literaturowe wskazuja, ze
bakteriofagi moga oddziatywa¢ w sposob analogiczny do produkcji cytokin po stymulacji
lipopolisacharydem, ktory jest immunologicznie aktywnym sktadnikiem $ciany komoérkowe;j
bakterii Gram-ujemnych (Ellis i wsp., 2010). Szczegodlnie interesujaca zaleznos$¢ zaobserwowano
w przypadku cytokiny prozapalnej, jaka jest TNF-a. U pacjentow, u ktorych na poczatku badania
poziom TNF-a byt niski lub $redni, po zastosowaniu terapii fagowej obserwowano wzrost
stezenia tej cytokiny. Ponadto, bakteriofagi moga stymulowaé¢ uwalnianie interferonu przez
limfocyty T na drodze interakcji z komérkami dendrytycznymi prezentujacymi antygen (Kwiatek
i wsp., 2020). W niniejszej pracy podawanie samego koktajlu fagowego nie powodowato
podwyzszenia st¢zenia badanych cytokin prozapalnych w osoczu krwi kurczat.

Inng wazna kwestia, ktorej dotyczy ponizsza praca jest wptyw koktajlu fagowego na
komoérki immunokompetentne. Wedlug dostgpnych danych literaturowych pomimo tego, ze
bakteriofagi wykazuja potencjat przeciwzapalny, ktory jest kluczowy w przezwycig¢zaniu roznych
infekcji bakteryjnych, nie wptywaja one na liczbg komoérek immunokompetentnych: limfocytow,
monocytéw czy neutrofili we krwi obwodowej. Analogiczna sytuacja dotyczy istotnych zmian w
liczbie makrofagow, limfocytéw T i B czy komorek dendrytycznych w $ledzionie, watrobie i
weztach chtonnych (Lusiak-Szelachowska i wsp., 2014; Cieslik i wsp., 2021). Wyniki uzyskane
w niniejszej pracy potwierdzajg te obserwacje. Odwrotny efekt odnotowano w przypadku
antybiotykoterapii, zwlaszcza po zastosowaniu enrofloksacyny. Riesbeck i wsp. (2020) wykazali,
ze podawanie enrofloksacyny, szczegélnie w ciggu pierwszych kilku dni zycia kurczat,
negatywnie wptywa na odpowiedZz immunologiczng, co przejawia si¢ zaburzeniem stosunku
kluczowych subpopulacji limfocytow. Ten patologiczny stan moze utrzymywac si¢ nawet przez
caly okres odchowu kurczat. Ponadto zaobserwowano, ze enrofloksacyna ostabia takze odpornosé¢
humoralna, zwigzang z produkcja przeciwcial, a stymuluje odporno$¢ komorkowa, w ktorej
kluczowymi komoérkami efektorowymi sa limfocyty T. Z kolei kolistyna zmniejsza proliferacje
pecherzykow limfoidalnych, co takze skutkuje zmniejszeniem odsetka krazacych limfocytow,
zwlaszcza limfocytow B (Elbayoumi i wsp., 2017). Co ciekawe, spekuluje si¢, ze badana w
niniejszej pracy IL-10 jest kluczowa czasteczka w kontekscie przebiegu zakazenia S. enterica.
Jest to podyktowane faktem, Ze cytokina ta pozwala maskowac obecno$¢ bakterii, co pozwala
unikng¢ w ten sposob nadmiernej aktywacji uktadu odpornosciowego. Stymulacja proliferacji
limfocytow T regulatorowych (Treg) rownowazy nadmierng odpowiedz immunologiczng na
trwajaca infekcj¢ bakteryjng. Salazar 1 wsp. (2017) wykazali, ze podczas infekcji S. enterica

serovar Typhimurium, limfocyty B dodatkowo pobudzaja limfocyty T, co w efekcie promuje



powstawanie kolejnych komoérek Treg. Warto zaznaczy¢, ze bakterie te sg w stanie infekowac i
rezydowa¢ w limfocytach B, w ich komorkach prekursorowych w szpiku kostnym lub w
komorkach plazmatycznych, co jest kluczowym czynnikiem stymulujacym réznicowanie
limfocytow T do komédrek Treg. W zwigzku z powyzszym, badany w niniejszej pracy stosunek
limfocytow B i T oraz ich subpopulacji ma kluczowe znaczenie nie tylko z punktu widzenia
przebiegu zakazenia S. enterica serowar Typhimurium, ale takze efektywnosci i bezpieczenstwa
fagoterapii.

Ostatnimi analizowanymi w niniejszej pracy czynnikami, ktore nie byty do tej pory
badane w kontekscie bezpieczenstwa fagoterapii, s3 hormony stresu: kortyzol i kortykosteron.
Stgzenie tego drugiego we krwi ptakow jest ponad 100-krotnie wyzsze, niz kortyzolu (Westerhof
1 wsp., 1994). Podwyzszony poziom kortykosteronu skutkuje szeregiem negatywnych zmian,
ktére obejmuja roéwniez parametry uktadu odpornosciowego. Migdzy innymi, nastgpuje
modyfikacja stosunku heterofilii do limfocytow, ktorych liczba spada. Ponadto parametry takie,
jak: rozmiar komorek, ich ksztalt i granulacja zmieniaja si¢. Wzrasta rowniez ekspresja mRNA
cytokin prozapalnych i chemokin, a proliferacja limfocytow jest zahamowana. Dlugotrwata
ekspozycja na czynniki stresogenne zaburza mechanizmy majace na celu przywrdcenie
homeostazy, co przektada si¢ na ostabienie odpornosci i ma negatywne konsekwencje dla zdrowia
catego organizmu (Hofman i wsp., 2020). W niniejszej pracy poziom kortykosteronu byt
znaczaco podwyzszony w grupie z eksperymentalnie indukowang infekcja bakteryjna oraz co
ciekawe, w obu grupach po antybiotykoterapii. Z kolei podanie koktajlu fagowego nie
powodowato wzrostu stezenia opisywanego hormonu. Z uwagi na fakt istnienia powaznych
problemow wynikajacych z prawnych aspektow stosowania bakteriofagow jako ,lekoéw”
(Moelling 1 wsp., 2018), wczesniejsze prace przedstawione w niniejszym osiggnigciu
habilitacyjnym oraz powyzsza publikacja sg waznym ,,kamieniem milowym”, dostarczajagcym
istotnych dowodow nie tylko na skuteczno$¢ fagoterapii w zwalczaniu zakazen S. enterica
serowar Typhimurium u kurczat, ale takze na jej bezpieczenstwo, szczegdlnie w kontekscie

funkcjonowania uktadu odpornosciowego.

Publikacja 4: Phage therapy vs. the use of antibiotics in the treatment of Salmonella-infected
chickens: comparisons of effects on hematological parameters and selected biochemical

markers

Kolejna publikacja cyklu stanowi swoiste uzupeienie badan zaprezentowanych w
poprzednio opisanej pracy. W celu dalszej oceny bezpieczenstwa terapii w poréwnaniu z
antybiotykami (enrofloksacyng i kolistyna) przeanalizowano parametry hematologiczne oraz
poziomy wybranych markeréw biochemicznych w probkach krwi pobranych od ptakow nie

zainfekowanych, jak 1 zakazonych Salmonella enterica serowar Typhimurium. Celem



nadrzgdnym byla dalsza weryfikacja, pordwnanie oraz ewentualne wykrycie potencjalnych
efektow niepozadanych dwoch opisywanych rodzajow terapii przeciwbakteryjnej. Badania te,
powinny w znaczacy sposob przyczyni¢ si¢ do identyfikacji i upowszechnienia stosowania
najbardziej efektywnej, a przy tym najbezpieczniejszej metody leczenia zakazen bakteryjnych
drobiu.

Jak wskazuja dane literaturowe oraz publikacje wchodzace w sktad niniejszego
osiggniecia habilitacyjnego antybiotykoterapia, ktéora u drobiu jest niekiedy stosowana
profilaktycznie, jako czynnik przyspieszajacy wzrost lub terapeutycznie moze by¢ rodzajem
stresora, ktory powoduje szereg zaburzen, zwlaszcza jesli wezmiemy pod uwagg funkcjonowanie
uktadu odpornosciowego (w tym wskazniki erytrocytarne), ktory rzutuje na fizjologi¢ calego
organizmu (Alkhalf i wsp., 2010). Jest to niezwykle istotne, gdyz ma wiele negatywnych
konsekwencji, w tym ekonomicznych. Nalezy tu wymieni¢: pogorszenie jako$ci migsa, mniejsza
liczbe znoszonych jaj, zty wplyw na dobrostan kurczat, a takze posrednio na konsumentow
(niekorzystne oddziatywanie na mikrobiom jelitowy czy rozwoj bakterii lekoopornych).
Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja na znacznie mniej dziatan niepozadanych w
wyniku stosowania koktajlu fagowego w porownaniu do podawanych antybiotykéw. Te ostatnie,
negatywnie oddzialywaly na parametry ukladu czerwonokrwinkowego, w tym hematokryt,
wskaznik $redniej objetosci krwinki czerwonej (MCV), wskaznik §redniej masy hemoglobiny w
krwince czerwonej (MCH) oraz $rednie stezenie hemoglobiny w erytrocycie (MCHC). Warto
podkresli¢, ze zakazenie Salmonella enterica miato réwniez niekorzystny wplyw na wyzej
wymienione parametry, jednak ich poziom ulegt normalizacji po zastosowaniu fagoterapii. Co
wigcej, bakteriofagi podawane natychmiast lub dwa dni po zakazeniu nie wptywaly znaczaco na
liczbe limfocytéw, monocytow i neutrofili. Z kolei podanie badanych antybiotykow skutkowato
podwyzszeniem poziomu aktywnosci aminotransferazy alaninowej (ALT) i aminotransferazy
asparaginianowej (AST), co sugeruje hepatotoksyczno$é tych zwigzkoéw. Natomiast, fagoterapia
nie wptywata na aktywno$¢ wspomnianych enzyméw. Zmiany parametrow hematologicznych sg
rowniez przydatne do oceny adaptacji organizmu do niekorzystnych warunkéw lub czynnikow
stresogennych. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku przemystowej hodowli drobiu z
przeznaczeniem na mi¢so i jajka. Wskazniki erytrocytarne ulegaja pogorszeniu w przypadku
ztych warunkéw hodowlanych czy niskiej zawartosci sktadnikéw odzywcezych w pozywieniu.
Zbyt uboga w sktadniki odzywcze pasza i dtugotrwale narazenie na czynniki stresowe skutkuje
obnizeniem liczby erytrocytow i poziomu hemoglobiny, co prowadzi do erytrocytopenii i
ostabienia organizmu. Z kolei wzrost temperatury otoczenia powoduje utrate duzej ilosci wody
przez uktad oddechowy, czego efektem jest zmniejszenie objetosci osocza i wzrost poziomu
hematokrytu. Natomiast, niefizjologiczne obnizenie jego poziomu w wyniku hemodylucji,
wystepuje W przypadku ekspozycji na silne stresory takie, jak stres cieplny (Ribeiro i wsp., 2018).

Okazuje si¢ wiec, ze antybiotykoterapia moze wywiera¢ skutki uboczne, ktore sa pordéwnywalne



z ekspozycjg na czynniki stresogenne czy uszkadzajace, czego efektem jest pogorszenie
funkcjonowania catego organizmu.

Uzyskane wyniki potwierdzily roéwniez, ze po podaniu koktajlu fagowego analizowane
parametry hematologiczne nie r6znity si¢ istotnie od wynikow w grupach kontrolnych. Ponadto,
normalizacja liczby erytrocytow po fagoterapii miata wymierne korzysci fizjologiczne, poniewaz
pozwolita uniknag¢ powaznych zaburzen wynikajacych ze zmian parametrow hematologicznych,
wywotanych infekcjg bakteryjng, ktoéra doprowadzitaby do nieprawidtowosci w funkcjonowaniu
narzadéw wewnetrznych, w szczegdlnosci watroby i $ledziony. Mozna zatem stwierdzi¢, ze
terapia fagowa, na przyktadzie koktajlu ztozonego z bakteriofagéw: vB_SenM-2 oraz vB_Sen-
Tol7, jest nie tylko réwnie skuteczna w zwalczaniu zakazen Salmonella enterica co
antybiotykoterapia, ale przede wszystkim bezpieczniejsza dla uktadu odpornosciowego, a tym

samym prawidtowego funkcjonowania calego organizmu.

Publikacja 5: Sex-dependent differences in behavioral and immunological responses to

antibiotic and bacteriophage administration in mice

Ostatnia publikacja wchodzaca w sktad niniejszego osiagnigcia habilitacyjnego dotyczy
oceny odpowiedzi immunologicznej i behawioralnej myszy na fagoterapi¢ i antybiotyki, ktore sa
powszechnie stosowane w weterynarii (enrofloksacyng¢ i tetracykling). Z uwagi na chec
zweryfikowania bezpieczenstwa fagoterapii na innej grupie zwierzat, a takze brak
zwalidowanych testow behawioralnych dla modelu kurzego, do§wiadczenia opisane w niniejszej
pracy zostaty przeprowadzone na myszach. Istotnym czynnikiem decydujagcym o nowatorskim
charakterze uzyskanych wynikow jest fakt, ze liczne analizy behawioralne i szeroka gama
oznaczen parametrow immunologicznych zostata przeprowadzona u osobnikow obu plci, co
pozwala na rzetelne sformutowanie wnioskow dotyczacych bezpieczenstwa fagoterapii.

Po raz pierwszy wykazany zostat zalezny od plci negatywny wptyw antybiotykoterapii,
ktory nie tylko dotyczyt funkcjonowania uktadu odpornosciowego, ale takze znaczacej dysfunkcji
osrodkowego uktadu nerwowego, przejawiajacej si¢ zaburzeniem wzorca behawioralnego. Oba
opisane efekty niepozadane byty szczegolnie nasilone u samic. Z drugiej strony, ztozone analizy
behawioralne 1 immunologiczne potwierdzity brak negatywnych skutkéw stosowania koktajlu
bakteriofagowego. Ciekawa i niewatpliwie wymagajaca dalszych badan kwestig jest roznica w
obecnos$ci bakteriofagdéw w narzadach samic i samcow. Warto jednak podkresli¢, ze analizy
biodostepnosci nanomolekut o potencjale terapeutycznym potwierdzaja wystepowanie roznic
miedzy ptciami juz na poziomie komoérkowym i molekularnym. Fizjologiczne rdznice migdzy

pitciami takZe nie ograniczajg si¢ jedynie do zawartosci thuszczu 1 wody w organizmie, objgtosci



osocza czy ilo$ci krwi docierajgcej do poszczegolnych narzadow. Potwierdzono na przyktad, ze
istniejg réznice migdzy kobietami i mgzczyznami w ekspres;ji tysigcy genow, ktore determinuja
funkcje watroby, tkanki tluszczowej czy miesni szkieletowych. Z kolei w nerkach, analiza
transkryptomiczna wykazata obecno$¢ ponad dwudziestu genoéw, ktorych poziom ekspresji rozni
si¢ istotnie u obu pftci. Kolejnym czynnikiem réznicujacym, ktérego rola nie powinna byc
marginalizowana sg hormony ptciowe (Madla i wsp., 2021). Ponadto, analizy dotyczace mig¢$nia
sercowego wykazaly, ze profile funkcjonalne istotnych biatek i ich izoform r6znig si¢ u zwierzat
obu pici. Réznice te, obejmowaly ponad dwadziescia dwa biatka i ulegaly znaczacemu
poglebieniu w miare starzenia si¢ myszy (Dela Justina i wsp., 2021). Lee i wsp. (2006) opisali u
samic myszy istotne roznice w ekspresji waznych genéw, w tym regulujacych metabolizm DNA,
ktore wykazywaty silng zalezno$¢ od rodzaju tkanki/narzadu. Warto podkresli¢, ze réwniez
odpowiedz na infekcje wirusowa jest silnie zalezna od regulacji hormonalnej i znacznie rézni si¢
u osobnikoéw obu pici (Hannah i wsp., 2008). Chociaz do tej pory w literaturze brakowato
szczeg6towych analiz behawioralnych po antybiotykoterapii u zwierzat obu plci, mozna znalez¢
stosunkowo niedawno opisane przestanki, wskazujace na indukowane po podaniu antybiotykow
efekty niepozadane w tym zakresie. Mianowicie wykazano, ze podawanie klindamycyny lub
amoksycyliny powodowato powazne zaburzenia zachowania. Przede wszystkim, odnotowano
pogorszenie procesOw poznawczych w tescie rozpoznawania nowego obiektu i wzrost odsetka
zachowan depresyjnych w tescie zawieszenia za ogon. W przeciwienstwie do wynikéw opisanych
W niniejszej pracy, eksperymenty te przeprowadzono wylacznie na samicach.

Zasugerowano, ze posrednig przyczyng obserwowanych zaburzen behawioralnych byta
dysbioza mikrobiomu jelitowego, wywotana przez antybiotyki (Kwon i wsp., 2020). Nalezy
podkresli¢, ze w dlugofalowej perspektywie ekspozycja na tego typu nickorzystne czynniki, moze
zwigkszaé ryzyko wystgpienia chordb neurodegeneracyjnych (Roy Sarkar i Banerjee, 2019).
Mozna spekulowa¢, ze brak odpowiedniej réznorodnosci pozytecznych bakterii wchodzacych w
sktad mikrobiomu jelitowego zwigksza przepuszczalno$¢ bariery krew-moézg, tym samym
negatywnie oddziatujac na odpowiedZ immunologiczng mikrogleju, mielinizacjg, strukture
neurochemiczng mozgu oraz aktywno$¢ osi stresowej podwzgorze-przysadka-nadnercza (Leclerq
i wsp., 2017). W niniejszej pracy najbardziej wyrazng zmiang w mikrobiomie byt wzrost odsetka
bakterii z wcigz malo poznanej rodziny Muribaculaceae zaréwno u samcoéw po podaniu
enrofloksacyny, jak i u samic otrzymujacych koktajl bakteriofagowy. Badania wykazaty, ze
rodzina Muribaculaceae ma zwiazek z tworzeniem wewnetrznej warstwy §luzu w okrgznicy i
prawidlowym funkcjonowaniem bariery jelitowej, a jej liczebno$¢ jest powigzana z poziomem
propionianu, ktory jest rodzajem krotkotancuchowego kwasu tlhuszczowego — ujemnie
korelujacego z wystepowaniem nowotworow jelita grubego u myszy (Zhang i wsp., 2020).
Ponadto, bakterie te sa wazne w adaptacji do stresu wywotanego niedotlenieniem oraz w

odpowiedzi na proces zapalny (Zhang i wsp., 2022).



Przedstawione wyniki sg waznymi wskaznikami, dotyczacymi ryzyka, jakie moze
pociagac za sobg niewlasciwe stosowanie antybiotykow. Dodatkowo, pte¢ jest czynnikiem, ktory
powinien by¢ uwzgledniony w tak ztozonych analizach, jako istotna determinanta warunkujaca
przebieg odpowiedzi immunologicznej i behawioralnej na podawane zwigzki. Nalez podkresli¢
rowniez, ze uzyskane wyniki potwierdzily ogoélne bezpieczenstwo stosowania bakteriofagéw w
warunkach in vivo, co jest obiecujace w $wietle potencjalnego upowszechnienia fagoterapii, jako

procedury terapeutycznej, ktora moze by¢ stosowana w praktyce weterynaryjnej.

Podsumowanie i wnioski

Cykl pigciu publikacji naukowych wchodzacych w sktad niniejszego osiggnigcia habilitacyjnego
w sposOb spojny 1 nowatorski, wykorzystujac zwalidowana metodyke, weryfikuje
bezpieczenstwo fagoterapii w zwalczaniu zakazen bakteryjnych w kontekscie funkcjonowania
uktadu odpornosciowego, jak i posrednio osrodkowego uktadu nerwowego u réznych grup
organizmow (ptakow i ssakow). Uzyskane wyniki nie tylko potwierdzajg skutecznosc, ale takze
brak skutkow ubocznych stosowania koktajlu fagowego, co stanowi merytoryczny argument
jasno przemawiajacy za terapia bakteriofagowa, jako metoda alternatywna w zwalczaniu infekcji
bakteriami lekoopornymi. Ponadto, po raz pierwszy udato si¢ wykaza¢ zalezny od ptci negatywny
wptyw antybiotykoterapii na funkcjonowanie obu wspomnianych uktadow, ktory byt duzo silniej
zaznaczony u samic. Jest to wyrazne wskazanie do tego, ze ple¢ jest istotng determinanta, ktorej
wptyw powinien by¢ brany pod uwage w analizach bezpieczenstwa i skutecznos$ci potencjalnych

metod terapeutycznych.
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Pozostale osiagniecia naukowe

b) Weryfikacja potencjalu terapeutycznego genisteiny w chorobie Alzheimera i jej
dzialania profilaktycznego niwelujacego fizjologiczna (stopniowa) utrate funkcji

kognitywnych

Choroba Alzheimera (AD) jest jedna z najczesciej diagnozowanych chordb
neurodegeneracyjnych na §wiecie. Wedlug danych szacunkowych w Polsce cierpi na nig ponad
p6! miliona oséb. Na $wiecie liczba ta sigga 55 milionow, a do roku 2050 ma przekroczy¢ 139
milionéw (wg. Alzheimer’s Disease International, Dementia statistics). Glowne symptomy to:
zaburzenia pamigci, trudnosci w podejmowaniu decyzji i zmiany w zachowaniu (Scheltens i
wsp., 2016). Na poziomie molekularnym schorzenie to charakteryzuje si¢ pojawieniem si¢
blaszek starczych i wewnatrzneuronalnych splatkow neurofibrylarnych. Te patologiczne
struktury sktadajg si¢ z B-amyloidu (BA) i hiperfosforylowanego biatka tau (p-tau) (Sanabria-
Castro i wsp., 2017). Nalezy jednak zauwazy¢, ze szczegdtowy mechanizm choroby Alzheimera
nie zostat w petni wyjasniony, a niektére hipotezy zaktadaja, ze akumulacja BA i p-tau jest raczej
skutkiem, a nie pierwotng przyczyng obserwowanych zmian patofizjologicznych (Szutowicz i
wsp., 2017). Niemniej jednak, niezaleznie od tego jaka jest etiologia choroby przyjmuje si¢, ze
akumulacja PA (szczegolnie fA40 1 BA42) i p-tau powoduje postepujacag degeneracje neurondw,
co prowadzi do opisanych powyzej symptomow (Sanabria-Castro i wsp., 2017). Pomimo
szeroko zakrojonych badan nad chorobg Alzheimera, do tej pory nie jest dostgpna zadna
skuteczna terapia.

Jednym z nowszych i obiecujgcych podejs$¢ jest stymulacja autofagii. Przypuszcza sie, ze
moze to efektywnie prowadzi¢ do degradacji nagromadzonych agregatéw patogennych
makromolekul, eliminujac w ten sposob przyczyne neurodegeneracji (Pierzynowska i wsp.,
2018a). Najwiekszym ograniczeniem w stosowaniu wigkszo$ci znanych stymulatorow autofagii
jest to, ze nie spelniaja one kryteriow s$rodkow terapeutycznych przeznaczonych do
dlugotrwatego stosowania. W szczegdlnosci takie zwiazki powinny nie tylko przekraczac
barier¢ krew-mozg i stymulowaé autofagie, ale takze dziata¢ na tyle tagodnie, aby unikna¢
niszczenia prawidlowych komorek podczas diugotrwatego procesu leczenia, a tym samym
wykluczy¢ mozliwos¢ wystapienia powaznych dziatan niepozadanych (Yang i wsp., 2013).
Zwigzkiem spetniajacym powyzsze kryteria jest genisteina — izoflawon, wystepujacy w
ro$linach z rodziny Fabaceae. Czasteczka ta, przekracza barier¢ krew-mozg (Tsai, 2005) i jest
nietoksyczna dla zwierzat, nawet gdy jest stosowana w wysokich dawkach, tj. 160 mg/kg/dzien
(Malinowska i wsp., 2009). Badania kliniczne, przeprowadzone z udziatem dzieci cierpiacych
na chorobe Sanfilippo (jedna z mukopolisacharydoz, grupa lizosomalnych chordb
spichrzeniowych) potwierdzily bezpieczenstwo jej dtugotrwatego (ponad rok) stosowania w

wysokiej dawce (150 mg/kg/dzien) (Kim i wsp., 2013). Oprocz stymulacji biogenezy



lizosomalnej, ze wzgledu na aktywacje czynnika transkrypcyjnego EB (TFEB) (Moskot 1 wsp.,
2014), genisteina indukuje autofagi¢, co prowadzi do eliminacji agregatoéw zmutowanej
huntingtyny w komérkowym modelu choroby Huntingtona (Pierzynowska i wsp., 2018Db).

W zwiagzku z powyzszym celem przeprowadzonych badan bylo zweryfikowanie czy
genisteina podawana codziennie w wysokiej dawce (150 mg/kg/dzien) moze poprawiaé
parametry biochemiczne i behawioralne w szczurzym modelu sporadycznej postaci choroby
Alzheimera. W niniejszych badaniach uzyty zostal model indukowany podaniem
streptozotocyny do komor bocznych moézgu szczura. Efektem jest insulinooporny stan moézgu,
ktory jednocze$nie odzwierciedla biochemiczne, morfologiczne i behawioralne zmiany,
obserwowane u pacjentow ze sporadyczng postacig choroby, ktora stanowi 85 % wszystkich
diagnozowanych przypadkéw. Uzyskane wyniki wskazuja, ze wysoka dawka genisteiny (150
mg/kg/dzien) na drodze aktywacji autofagii doprowadzita do catkowitej degradacji agregatéw
B-amyloidu i hiperfosforylowanego biatka tau w mozgu szczurow z indukowang
streptozotocyng chorobg Alzheimera. Ponadto, podawany izoflawon powodowat normalizacje
zachowania zwierzat z AD tak, ze byly one praktycznie nie odrdznialne od osobnikow z grupy
kontrolnej we wszystkich przeprowadzonych testach behawioralnych: labiryncie wodnym
Morrisa, tescie uniesionego labiryntu krzyzowego, tescie otwartego pola i analizie aktywnos$ci
lokomotorycznej w aktometrach. Oprocz korekty zaburzen behawioralnych, obserwowana byta
poprawa parametrow biochemicznych. Sporadyczna postaé choroby Alzheimera jest
niewatpliwie spowodowana wieloma czynnikami takimi, jak: akumulacja agregatow
biatkowych, nasilona apoptoza, stres oksydacyjny oraz neurozapalenie. Dlatego tez, aby
potencjalna terapia okazata si¢ w pelni skuteczna, musi hamowaé wszystkie te patologiczne
procesy. Jak wiadomo genisteina nie tylko indukuje autofagi¢, co prowadzi do degradacji
agregatow biatkowych, ale takze chroni neurony przed apoptoza, neurozapaleniem i stresem
oksydacyjnym, a do tego jest bezpieczna nawet przy dtugotrwatym stosowaniu w wysokich
dawkach. Jest wiec to unikalna czgsteczka o plejotropowym dziataniu, co potwierdzity nie tylko
badania na modelach komoérkowych, ale takze na szczurzym modelu sporadycznej postaci
choroby Alzheimera.

Wyniki uzyskane w ramach powyzszych doswiadczen zostaly opublikowane:

Pierzynowska K., Podlacha M., Gaffke L., Majkutewicz 1., Mantej J., Wegrzyn, A., Osiadly
M., Myslinska D., Wegrzyn G. Autophagy-dependent mechanism of genistein-mediated
elimination of behavioral and biochemical defects in the rat model of sporadic Alzheimer's
disease. Neuropharmacology 2019; 148, 332-346.

IF (Wo0S): 2019 (2-letni): 4,431; 2019 (5-letni): 4,512

Liczba punktéw MEiN: 140



Ponadto, zostaly one obj¢te ochrong patentowa.

Nazwa: Genisteina do zastosowania do leczenia choroby Alzheimera.
Numer patentu: 237739

Data udzielenia: 17.05.2021

Moéj wklad w powyzsze osiagniecie obejmowal:

opieke 1 przygotowanie zwierzat, bedacych modelem sporadycznej postaci choroby
Alzheimera; podawanie genisteiny; zaplanowanie i przeprowadzenie wszystkich
eksperymentow behawioralnych (pomiar aktywnosci lokomotorycznej w aktometrach, labirynt
wodny Morrisa, test uniesionego labiryntu krzyzowego, test otwartego pola); analize
statystyczng 1 prezentacj¢ graficzng wynikéw uzyskanych na zwierzegcym modelu AD;
przygotowanie czeSci manuskryptu obejmujacej badania na modelu zwierzgcym (opis
materiatow i metod, wynikow oraz dyskusja — wiodacy autor rOwnorzedny). Ponadto, udziat ten
obejmowat przygotowanie czesci wniosku patentowego, dotyczacego opisu metod i uzyskanych
wynikéw na zwierzecym modelu sporadycznej postaci choroby Alzheimera (wspoitworca

patentu).

Funkcje kognitywne (poznawcze) definiowane sg, jako zespot proceséw umystowych,
determinujacych prawidlowy odbior, przetwarzanie, kodowanie i wykorzystanie bodzcow,
docierajacych ze S$rodowiska zewnetrznego przez oS$rodkowy uklad nerwowy. Do
najwazniejszych zalicza si¢: percepcjg¢, uwage i pamigé. Powszechnie wiadomo, ze procesy
starzenia negatywnie oddziatlujg na sprawnos¢ funkcji poznawczych, co skutkuje tym, ze
systematycznie zwigksza si¢ liczba osob, u ktorych potwierdza si¢ zaburzenie funkcji
kognitywnych o r6znym stopniu nasilenia lub wrecz otepienie (Elliott i wsp., 2021). Pomigdzy
stopniowg (fizjologiczng) utrata funkcji poznawczych, a otgpieniem, istnieje wiele standw
posrednich, ktore charakteryzuje ztozonos¢ symptomow, co utrudnia postawienie szybkiej i
wlasciwej diagnozy. Dlatego wazne jest, aby odpowiednio wczesnie upowszechnic¢ stosowanie
wiasciwych zwigzkow profilaktycznych, ktore pozwolg na zapobieganie postgpujace] utracie
funkcji kognitywnych.

W  wyniku wcze$niej przeprowadzonych do$wiadczen na szczurzym modelu
sporadycznej postaci choroby Alzheimera okazalo sie, Ze genisteina wspomaga procesy
pamigciowe u zwierzat z grupy kontrolnej. W zwiazku z powyzszym podjgta zostata proba
weryfikacji potencjatu profilaktycznego genisteiny w niwelowaniu fizjologicznej (stopniowej)
utraty funkcji kognitywnych u samic i samcow myszy szczepu CBA/C57BL w wieku,
odpowiednio: 6 miesiecy, 12 miesiecy oraz 18 miesiecy. Wedtug danych literaturowych (Dutta
i Sengupta, 2016), 1 rok zycia cztowieka odpowiada 9 dniom z Zycia myszy, stad tez wybrany

do analizy wiek, to w przeliczeniu na zycie czlowieka: 20 lat, 40 lat i 60 lat. Suplementacje



genisteing rozpoczeto, gdy zwierzeta miaty 4 miesigce. Izoflawon byt podawany codziennie w
dawce 150 mg/kg/dzien w objetosci 0,2 ml za pomoca metalowego zglgbnika dozotadkowego,
co gwarantowalo dostarczenie do organizmu myszy pozadanej dawki. Ocena parametrow
kognitywnych zostata przeprowadzona w tescie labiryntu wodnego Morrisa, a potwierdzeniem
uzyskanych wynikow byta ich weryfikacja w uniesionym labiryncie krzyzowym oraz tescie
rozpoznawania nowego obiektu.

We wszystkich analizowanych parametrach, widoczny jest istotny statystycznie potencjat
profilaktyczny genisteiny w zapobieganiu stopniowej (fizjologicznej) utracie funkcji
kognitywnych, ktora ulega nasileniu wraz z wiekiem. Pozytywny wplyw na procesy
pamigciowe dotyczy zarowno samcow, jak i samic, u ktorych jak pokazaty badania zaburzenia

otepienne pojawiajg si¢ szybciej i sa trudniejsze w terapii.

Wyniki uzyskane w ramach powyzszych doswiadczen zostaty objete zgltoszeniem patentowym:
Rozszerzenie zakresu ochrony patentowej na podstawie zgloszenia europejskiego (Numer
zgloszenia: EP22208963.3, data: 22.11.2022) w oparciu o przedmiotowe zgloszenie polskie
P4408609.

Méj wklad w powyzsze osiagniecie obejmowal:

opieke i przygotowanie zwierzat; podawanie genisteiny; zaplanowanie i przeprowadzenie
wszystkich eksperymentéw behawioralnych (labirynt wodny Morrisa, uniesiony labirynt
krzyzowy, test rozpoznawania nowego obiektu); analiz¢ statystyczng i prezentacje graficzna
uzyskanych wynikow; przygotowanie czesci wniosku patentowego, dotyczacej opisu metod i
uzyskanych wynikow na myszach suplementowanych genisteing (wspoitworca zgloszenia

patentowego).
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c) Opracowanie, rewizja i walidacja funkcjonalnych biomarkeréw choroby Huntingtona,
pozwalajacych na wczesna diagnostyke oraz monitorowanie progresji, jak i skutecznosci

jej terapii w oparciu o model mysi R6/1

Choroba Huntingtona (HD) jest genetyczna choroba neurodegeneracyjna. Gen IT15, ktory
koduje biatko huntingtyng (HTT), zlokalizowany jest na krotkim ramieniu chromosomu 4.
Pierwszy ekson tego genu ma polimorficzny region ze zmienng liczbg powtdrzen tripletowych
CAG, kodujgcych glutamine. Mutacja powodujgca chorobe polega na zwielokrotnieniu tripletu
CAG - objawy rozwijaja si¢ po przekroczeniu 35 powtdrzen. Dziedziczenie HD jest autosomalne

dominujace (Testa i Jankovic, 2019). Obecno$¢ wielu powtorzen glutaminy na N-terminalnym



koncu huntingtyny prowadzi do ekspresji nieprawidtowej formy tego biatka (mHTT). Jest to
najbardziej widoczne w osrodkowym uktadzie nerwowym, ale takze w tkankach obwodowych
(Lin i wsp., 2019). Konsekwencjami aktywnosci mHTT w komorce sg: ekscytotoksycznosé, stan
zapalny, dysfunkcja mitochondriéw, hamowanie proteasomu i autofagii (Andre i wsp., 2016;
Jedrak i wsp., 2018). Dysfunkcja ruchowa, zaburzenia funkcji poznawczych i problemy
psychiatryczne, to triada objawow typowych dla HD. Klinicznie, choroba jest najczesciej
diagnozowana wraz z pojawieniem si¢ charakterystycznych zaburzen ruchowych, nastepnie
przeprowadzane sa badania genetyczne w celu ostatecznego potwierdzenia diagnozy. Okazuje
si¢, ze deregulacja odpowiedzi immunologicznej, przejawiajaca si¢ chronicznym stanem
zapalnym, wyrazonym podwyzszonym stgzeniem cytokiny prozapalnej, jaka jest IL-6 w osoczu
krwi pacjentow, rozpoczyna si¢ nawet 15 lat przed wystgpieniem pierwszych objawow
motorycznych (Crotti i Glass, 2015). Akumulacja mHTT bezposrednio wptywa na jadrowy
czynnik transkrypcyjny NF-kB, powodujac zwickszong ekspresje genow prozapalnych, a tym
samym produkcj¢ prozapalnych chemokin i cytokin takich, jak: IL-6, IL-8 i TNF-a (Cho, 2019).
Z uwagi na fakt, ze progresja HD jest powolna, a pierwsze symptomy takie, jak zmiany
osobowosci, zaburzenia poznawcze lub depresja sa niespecyficzne, wczesne postawienie
prawidtowej diagnozy jest niezwykle trudne. Jest to szczeg6lnie problematyczne, gdy mamy do
czynienia z pojawieniem si¢ pierwszego przypadku choroby w danej rodzinie. Wowczas
retrospektywna ocena potwierdza identyfikacje wczesnych objawow patofizjologicznych,
znacznie wyprzedzajacych symptomy motoryczne typowe dla HD. Od kilku lat w ramach
Europejskiej Sieci Badawczej HD (ang. EHDN), prowadzone sg wielokierunkowe badania
majace na celu okreslenie czutych i specyficznych biomarkeréw (Testa i Jankovic, 2019).
Dlatego tez, celem niniejszych doswiadczen bylo zweryfikowanie mozliwosci
potencjalnego wykorzystania biomarkeréw takich, jak: cytokiny prozapalne i wykazujace
dziatanie przeciwzapalne, stezenie glukozy i kortykosteronu, ktérych poziomy byty dodatkowo
skorelowane z procesami poznawczymi, aktywno$cig lokomotoryczng i zmianami masy ciata we
wczesnej diagnostyce i monitorowaniu progresji HD, przy uzyciu mysiego modelu choroby.
Odpowiedni biomarker musi spetnia¢ kilka podstawowych kryteriow: by¢ tatwy do oznaczenia,
powtarzalny 1 skorelowany z progresja choroby. Sposrod trzech glownych kategorii
biomarkerow, tak zwane mokre, tj. te analizowane we krwi lub innych ptynach ustrojowych oraz
te, ktore pozwalaja na nieinwazyjne obrazowanie zmian zachodzacych np. w osrodkowym
uktadzie nerwowym, maja szczegélne znaczenie. Kluczowym aspektem procesu walidacji
biomarkerow jest mozliwo$¢ standaryzacji i czulosci metod ich oznaczania, a takze zachowanie
wiarygodnosci statystycznej na etapie analizy uzyskanych danych (Przybyt i wsp., 2021).
Biomarkery takie jak cytokiny, moga by¢ pomocne w okresleniu stopnia aktywacji uktadu
odporno$ciowego, a tym samym stadium ci¢zkosci choroby. Na uwage zastuguje fakt, ze ich

synteza ma miejsce zar6wno na obwodzie, jak i osrodkowo przez neurony oraz komorki glejowe,



co pozwala posrednio i w nieinwazyjny sposdb monitorowac¢ zmiany w obrebie oSrodkowego
uktadu nerwowego, ktore wynikaja z progresji choroby (Barro i Zetterberg, 2021). Ponadto, dane
literaturowe wskazujg, ze zmiany st¢zenia cytokin sg widoczne na przedobjawowym etapie
choroby i utrzymujg si¢ podczas progresji dysfunkcji ruchowej (Cho, 2019). Pomimo wielu lat
badan, wcigz brakuje biomarkerow, ktore pelnityby podwdjna rolg. Z jednej strony umozliwityby
monitorowanie progresji choroby, a z drugiej dzigki wiarygodnej walidacji, nadawatyby si¢ do
obiektywnej oceny skutecznosci potencjalnych metod terapii. HD jest choroba przewlekla, a wiec
ma fazg przedobjawowa, w ktorej dysfunkcja ruchowa jest jeszcze niezauwazalna, natomiast
obwodowe procesy patologiczne wynikajace z akumulacji nieprawidtowego biatka (mHTT)
nadal postepuja. Konieczno$¢ znalezienia odpowiednich biomarkerow zostata nawet ogtoszona
przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow, ktora wzywa badaczy do kontynuowania
badan w obszarze monitorowania progresji zmian patofizjologicznych w przebiegu HD.

Dzieki koncepcji taczenia parametréw obwodowej odpowiedzi immunologicznej z
procesami poznawczymi, poziomem glukozy i kortykosteronu, a takze pomiarami masy ciata w
krytycznych punktach czasowych progresji choroby, monitorowanie i weryfikowanie
skutecznos$ci potencjalnych metod terapeutycznych u mezczyzn, jak i kobiet, moze stac sig
bardziej efektywne i skuteczne. W niniejszych doswiadczeniach zbadanych zostalo po raz
pierwszy tak wiele parametréw dotyczacych uktadu odpornosciowego i proceséw poznawczych,
ktérych zmiany byly monitorowane w os$miu punktach czasowych, odzwierciedlajacych
krytyczne etapy progresji objawow HD. Ponadto, wzigta zostata pod uwage zmienno$¢ markerow
u zwierzat obu plci, co moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia czynnikow wptywajacych
na progresj¢ tego zaburzenia. Wérod wskaznikoéw oznaczanych we krwi obwodowej, odnotowano
znaczne podwyzszenie markerow stanu zapalnego (IL-6, TNF-a, IL-1p, IL-12), ktoérych stezenie
systematycznie wzrastalo od pierwszego do ostatniego pomiaru. Ponadto, na wczesnym etapie
choroby zaobserwowano znaczne uposledzenie przeciwzapalnych mechanizméw obronnych,
wyrazone obnizeniem poziomu IL-10. Warto rowniez podkresli¢, ze wykazana zostata nadmierna
aktywacja osi stresowej podwzgorze-przysadka-nadnercza, co przejawialo sie¢ podwyzszonym
stezeniem kortykosteronu, ktory posrednio moze przyczynia¢ si¢ do upo$ledzenia funkcji
poznawczych, a takze nasila¢ zaburzenia motoryczne. W przypadku wielu analizowanych
biomarkerow, odnotowano szybsza progresje opisywanych zaburzen u samic, co moze przektada¢
si¢ na mniejsza skutecznos$¢ potencjalnych metod terapeutycznych u kobiet dotknigtych HD.

Podsumowujac, przedstawione zostalo zestawienie potencjalnych przedklinicznych
biomarkerow HD, ktéore w nieinwazyjny sposob pozwola na wykrywanie i monitorowanie
progresji okreslonych kategorii objawow, ktorych nasilenie zalezy rowniez od plci. Wskazniki te,
odpowiadaja ztozonym aspektom zaburzen patofizjologicznych, ktore wptywaja zard6wno na
parametry oznaczane w tkankach obwodowych, jak i w osrodkowym ukladzie nerwowym.

Bardzo wazng zaletg prezentowanych biomarkerow jest mozliwo$¢ monitorowania ich zmian we



wczesnym, przedobjawowym stadium choroby, co moze ulatwi¢ kierowanie potencjalnych
pacjentow na badania genetyczne i lepsze ich przygotowanie do ewentualnej diagnozy,
potwierdzajacej wykrycie choroby. W przysztosci, gdy zostanie opracowana terapia,
proponowane biomarkery pozwolg na lepsze monitorowanie jej skuteczno$ci, shuzgc jako
specyficzne punkty krytyczne nasilenia okreslonych grup objawow, a takze pozwola na lepsze

dostosowanie metod wspomagajacych leczenie.

Wyniki uzyskane w ramach powyzszych doswiadczen zostaly opublikowane:

Podlacha M., Pierzynowska K., Gaffke L., Jerzemowska G., Piotrowska E., Wegrzyn G.
Behavioral- and blood-based biomarkers for Huntington’s disease: Studies on the R6/1 mouse
model with prospects for early diagnosis and monitoring of the disease. Brain, Behavior and
Immunity — Health 2022; 23, 100482.

Kompletna lista moich publikacji naukowych zostata przedstawiona w zalaczniku: ,,Wykaz
osiagnie¢ naukowych albo artystycznych, stanowiacych znaczny wklad w rozwaéj okreslonej

dyscypliny”
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegolnosci zagranicznej.

Ponizej prezentuj¢ przeglad mojej dziatalnosci naukowe;.

W roku 2011 rozpoczetam studia III stopnia ha Wydziale Biologii Uniwersytetu

Gdanskiego. W ramach przygotowywanej rozprawy doktorskiej pt. ,,Aktywno$¢ behawioralna i
immunologiczna w warunkach aktywacji receptorow glutaminianergicznych typu NMDA jadra
przysrodkowej przegrody (medial septum) i zmiennosci indywidualnej u szczuréw” doskonalitam
umiejetnosci z zakresu neurofizjologii, ktore obejmowaly m.in. wykonywanie implantacji
stereotaktycznych kaniul/elektrod do mozgowia szczurow, barwienia immunofluorescencyjne i
immunohistochemiczne, cytometri¢ przeptywowa, analiz¢ wzorca zachowan w oparciu o testy
behawioralne, a takze oceng parametrow obwodowej 1 o§rodkowej odpowiedzi immunologiczne;j.
Uzyskane wyniki zostaly opublikowane:
Podlacha M., Glac W., Listowska M., Grembecka B., Majkutewicz 1., Myslinska D., Plucinska
K., Jerzemowska G., Grzybowska M., Wrona D. Medial septal NMDA glutamate receptors are
involved in modulation of blood natural killer cel activity in rats. JNIP 2016; 11(1), 121-132.
(autor wiodacy), a takze byly prezentowane na licznych miedzynarodowych konferencjach
naukowych. Ponadto, decyzja Komitetu Naukowego European College of Neuropharmacology
(ECNP) w uznaniu za prowadzone badania znalaztam si¢ w gronie 100 mtodych naukowcow z
catej Europy, ktorzy otrzymali zaproszenie do wzigcia udzialu w warsztatach organizowanych
przez ECNP w Nicei (03.2014), a takze mozliwo$¢ opublikowania wynikéw swoich badan w
Journal of the European College. Dwa lata p6zniej otrzymatam dofinansowanie udziatu oraz
mozliwo$¢ zaprezentowania wynikow swojej pracy podczas 22" Annual Meeting of the Society
on Neuroimmune Pharmacology (SNIP). W trakcie studiéw doktoranckich bytam kierownikiem
4 projektow dla Mlodych Badaczy, finansowanych przez Uniwersytet Gdanski, a takze
wykonawca w 4 projektach, finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki.

Po obronie rozprawy doktorskiej rozpoczetam prace w Katedrze Biologii Molekularnej
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, na stanowisku adiunkta. Tematyka prowadzonych
przeze mnie badan naukowych obejmuje: indywidualizacje procesow poznawczych u osobnikow,
réznigcych si¢ wrazliwo$cig na stres; zwigzek miedzy modulacyjnym wpltywem uktadu
odpornosciowego na dysfunkcje receptorow typu NMDA, a wystgpowaniem takich schorzen, jak:

schizofrenia czy depresja; obustronne powigzania mig¢dzy ukladem odpornosciowym i



osrodkowym uktadem nerwowym. Jednak w ostatnim czasie gldwnym przedmiotem mojego
zainteresowania naukowego jest terapia chorob neurodegeneracyjnych i genetycznych z
wykorzystaniem naturalnych substancji pochodzenia roslinnego oraz bezpieczenstwo i
skuteczno$¢ fagoterapii w zwalczaniu zakazen bakteriami wielolekoopornymi. Od poczatku
mojej pracy w Katedrze Biologii Molekularnej jestem zaangazowana w realizacj¢ licznych
projektow: 4 finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki oraz 2 finansowanych ze Zrodet
zewngtrznych. Zdobyte umiejetnosci z zakresu neurofizjologii i psychoneuroimmunologii, a
takze poznanie podstawowych technik biologii molekularnej zaowocowato, przy wsparciu
Kierownika Katedry - Pana Profesora Grzegorza Wegrzyna - wspolpraca z innymi jednostkami
naukowymi.

Od maja 2018 roku do chwili obecnej wspolpracuje z Katedrg i Zakladem Biochemii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, kierowanym przez Pana Profesora Ryszarda
Smolenskiego, w ktorym w ramach Kilku krotkoterminowych stazy, realizuj¢ prace badawcze
dotyczace poznania molekularnego mechanizmu choroby Huntingtona, opracowania
nieinwazyjnych biomarkerdéw, a takze opracowania potencjalnych mozliwos$ci terapeutycznych
tej choroby na modelach zwierzecych. Cze§¢ uzyskanych wynikéw z prowadzonych badan
zostata opublikowana w postaci dwoch artykutdow oryginalnych, a kolejne sa w przygotowaniu.

e Pierzynowska K., Podlacha M., Luszczek D., Rintz E., Gaffke L., Szczudto Z., Tomczyk
M., Smolenski R.T., Wegrzyn G. Hair dysmorphology in the R6/1 and R6/2 mouse
models of Huntington's disease. Gene 2021; 765, 145133.

e Tomczyk M., Braczko A., Mierzejewska P., Podlacha M., Krol O., Jablonska P.,
Jedrzejewska A., Pierzynowska K., Wegrzyn G., Slominska E.M., Smolenski R.T.
Rosiglitazone Ameliorates Cardiac and Skeletal Muscle Dysfunction by Correction of
Energetics in Huntington's Disease. Cells. 2022; 11(17), 2662.

W roku 2019 rozpoczgta si¢ moja wspotpraca z Profesorem Andreiem Sibirnym z
Instytutu Biologii Komorki (NAS, Ukraina) oraz Katedry Mikrobiologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Rzeszowskiego. Celem wykonywanych badan podczas krotkoterminowego stazu
(przetom 2019/2020 roku, Uniwersytet Rzeszowski) byto okreslenie poziomu przeciwciat
neutralizujgcych anty-SARS-CoV-2, skierowanych przeciwko domenie wigzacej receptor (ang.
receptor-binding domain, RBD), ktdra jest obecna na podjednostce S1 biatka S w mysich
surowicach po stymulacji podaniem dopyszczkowym (per 0S) preparatow, zawierajgcych
biatka/komoérki drozdzy Komagataella phaffii (Pichia pastoris), nalezagcych do rzedu
Saccharomycetales, w kontekscie opracowania potencjalnej szczepionki przeciwko COVID-19.
Cze$¢ uzyskanych wynikow zostata zaprezentowana podczas 6 Ukrainian Congress for Cell
Biology (Yaremche, Ukraina) oraz 1% Polish Yeast Conference (Rzeszow, Polska), a takze

zostanie opublikowana (manuskrypt w przygotowaniu).



W maju 2019 roku rozpoczgta si¢ rowniez moja wspotpraca z Prof. Adriang Mika z
Katedry i Zakladu Biochemii Farmaceutycznej, Wydzialu Farmaceutycznego Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Celem prowadzonych badan jest okreslenie defektow
behawioralnych, fizjologicznych, anatomicznych i histopatologicznych, wywotanych mutacjg w
genie ELOVL1 u myszy, ktore nie zostaty do tej pory opisane. W zwigzku z tym, ze do§wiadczenia
sa prowadzone zgodnie ze standardami zalecanymi przez International Mouse Phenotyping
Consortium (IMPC), prowadzone sg dwie glowne linie badawcze: behawioralno-metaboliczna
oraz fizjologiczno-histologiczna. Pierwsza $ciezka obejmuje: ogodlng oceng neurologiczng;
pomiar koordynacji ruchowej, motoryki, megczliwosci i sily uchwytu; oceng proceséw
kognitywnych; poziomu lgku; aktywnosci, rytmu dobowego i funkcji metabolicznych. Natomiast,
doswiadczenia w ramach drugiej §ciezki obejmuja: obserwacje anatomiczne (uklad kostny,
deformacje szkieletu); analize funkcji sercowo-naczyniowych (pulsoksymetria); badanie krzywej
cukrowej; termoregulacje (pomiar temperatury ciala w odpowiedzi na zmiang termicznych
uwarunkowan zewnetrznych u zwierzat w narkozie); elektrofizjologie (elektromiografia i
rejestracje neurofizjologiczne); badania histologiczne. Z uwagi na duza liczbe analizowanych
parametrow i wysoka $miertelno$¢ myszy, do§wiadczenia sa caly czas kontynuowane.

Rok 2021 przynidst rozpoczgcie wspotpracy z dr Martg Krychowiak-Masnicka z zespotu
kierowanego przez Pania Profesor Aleksandre Krolicka z Zaktadu Badania Zwiazkéw
Biologicznie Czynnych Migedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. W ramach prowadzonych doswiadczen zajmowatam
si¢ oceng bezpieczenstwa $rodka antybakteryjnego z tkanek rosiczki Drosera gigantea, ktory byt
podawany miejscowo, dopyszczkowo (per 0s) oraz dootrzewnowo myszom BALB/c. Analizy
obejmowaty morfologie i biochemi¢ krwi obwodowe;j, histologie, a takze oceng ogo6lng stanu
zwierzat. Cze$¢ uzyskanych wynikoéw zostala zaprezentowana podczas 8™ Central European
Congress of Life Science (Eurobiotech 2022; Krakéw, Polska), a takze zostanie opublikowana
(manuskrypt w przygotowaniu). Ponadto, uzyskane wyniki sa podstawa ztozonego zgloszenia
patentowego na wynalazek: ,,Sposob otrzymywania $rodka antybakteryjnego z tkanek rosiczki
Drosera gigantea zawierajagcego zwigzki przeciwbakteryjne, srodek antybakteryjny zawierajacy
zwigzki przeciwbakteryjne oraz zastosowanie tego $rodka”, numer zgtoszenia P.437775 (WIPO
ST 10/C PL43775, 05.05.2021).

Oprocz do$wiadczen realizowanych w ramach wspolpracy z opisanymi powyzej
jednostkami naukowymi, eksperymentow przeprowadzanych jako wykonawca projektow
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki lub z innych Zrédet zewngtrznych, od wrzesnia
2021 roku kierowatam realizacja dziatania naukowego, na ktore uzyskalam finansowanie w
ramach konkursu Miniatura 5 (nr decyzji DEC-2021/05/X/NZ4/0021). Celem dziatania
naukowego ,,Ocena os$rodkowej odpowiedzi immunologicznej indukowanej obecnoscia

bakteriofagow w tkance nerwowej” bylo sprawdzenie hipotezy czy bakteriofagi podawane



doustnie indukujg osrodkowag odpowiedz immunologiczng, wplywajgc tym samym na
funkcjonowanie mozgowia. Prowadzone badania maja niezwykle istotne znaczenie, szczegdlnie
w konteks$cie bezpieczenstwa fagoterapii, gdyz w literaturze pojawiajg si¢ doniesienia, ze fagi
obecne w osrodkowym uktadzie nerwowym moga by¢ identyfikowane przez komorki glejowe
jako wirusy, wowczas moze doj$¢ do aktywacji osrodkowych procesow zapalnych, ktore moga
przyczyniaé si¢ do rozwoju choréb neurodegeneracyjnych. W celu oceny czy podanie
bakteriofagdéw moze wpltywac na funkcjonowanie osrodkowego uktadu nerwowego, przy pomocy
testow behawioralnych, zbadane zostaly procesy pamicciowe (test rozpoznawania nowego
obiektu, test uniesionego labiryntu krzyzowego), zdolnos¢ uczenia si¢ (labirynt wodny Morrisa),
reakcje na stres (test otwartego pola). Z uwagi na to, ze obecnos¢ réznych wiruséw prowadzi do
odpowiedzi immunologicznej, zmierzony zostat poziom markeréow stanu zapalnego (IL-1p, IL-6,
TNF-0, TNF-B) w lizatach z tkanki nerwowej (Western-blotting) oraz w osoczu krwi obwodowej
(test immunoenzymatyczny ELISA), a takze sprawdzone zostaly parametry uktadu czerwono- i
biatokrwinkowego (analiza hematologiczna). Ponadto, okreslony zostatl poziom IgG w osoczu
krwi obwodowej, ktory potwierdzit migracje fagéw z przewodu pokarmowego do krwi. Obecno$¢
badanych bakteriofagdéw w osrodkowym uktadzie nerwowym zostata zweryfikowania poprzez
ich miareczkowanie w homogenatach z m6zgdéw i narzadéw obwodowych, pobranych od myszy,
a takze przy uzyciu reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). Realizacja niniejszego dzialania
naukowego pozwolita na potwierdzenie hipotezy, ktora zakladata mozliwos¢ migracji
podawanych doustnie bakteriofagow do tkanki nerwowej. Ponadto, przeprowadzenie
eksperymentow na myszach obu pici dalo mozliwo$¢ zaobserwowania réznic w zdolnosciach
przemieszczania si¢ bakteriofagow, ktore rdznig si¢ nie tylko budows, ale przede wszystkim
materialem genetycznym. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze bariera krew-mozg, ktora u samic
cechuje si¢ wigkszag przepuszczalnoscig, pozwala na wnikanie do glebiej polozonych struktur
moézgu, fagdw o wiekszych rozmiarach. Bardzo istotnym elementem uzyskanych wynikow jest
potwierdzenie bezpieczenstwa stosowania preparatow fagowych zaréwno u samcow, jak i u
samic. Dzieki zlozonej analizie zachowania udato si¢ stwierdzi¢, ze myszy otrzymujace fagi,
pomimo tego, ze wnikaja one nie tylko do mozgowia, ale rowniez narzadéw obwodowych, nie
odbiegaja wzorcem behawioralnym od zwierzat z grup kontrolnych. Kolejnym waznym aspektem
prowadzonych badan byly parametry immunologiczne. Zaré6wno obwodowa, jak i o$rodkowa
odpowiedz immunologiczna, wyrazona przede wszystkim rownowaga cytokinowa, a takze
wskaznikami morfologicznymi, nie zostaly zaburzone po podaniu bakteriofagow. Realizacja
niniejszego zadania naukowego stanowi wazny element mojej kariery naukowej, gdyz pozwolila
na pozyskanie wynikow, stanowigcych trzon dwoch bardzo obszernych manuskryptow: pierwszy
z nich ,, Sex-dependent differences in behavioral and immunological responses to antibiotic and
bacteriophage administration in mice” jest czg¢$cia gldwnego osiagniecia habilitacyjnego, a drugi

jest aktualnie w przygotowaniu. Ponadto, mechanizm molekularny obserwowanych interakcji



bedzie przedmiotem badan i jednym z gtdéwnych celow projektu, ktory zostanie ztozony w ramach
konkursu SONATA, a takze wpisuje si¢ w tematyke gtdéwnego nurtu prowadzonych przeze mnie
badan.

Nalezy podkresli¢, ze czgs¢ opisanych powyzej badan zostata wykonana przeze mnie w
jednostkach naukowych, z ktérymi wspoélpracujg, w szczegélnosci w jednostkach
organizacyjnych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania te wykonywatam w ramach
krotkoterminowych stazy naukowych. W ten sposob spetniony zostal przeze mnie wymog
prowadzenia istotnej aktywno$ci naukowej w wigcej niz jednej uczelni lub instytucji naukowe;j.

Oprocz powyzej przedstawionych aspektow mojej dziatalnosci naukowe;j, jestem rowniez
wspotautorka 36 publikacji naukowych oraz 3 rozdziatéw w ksigzkach:

o Hopes and disappointments related to the use of flavonoids in therapeutical
approaches. W: Modulation of Oxidative Stress: Biochemical, Physiological and
Pharmacological aspects. Edited by: Luciano Saso, Alessandro Giuffre, Giuseppe
Valacchi and Mauro Maccarrone, 2023; ISBN: 978-0-443-19247-0.

e Genistein-a natural antioxidant and its use in treatment of various diseases. W:
Bentham briefs in biomedicine and pharmacotherapy: oxidative stress and natural
antioxidants. Edited by: Kaur Pardeep, 2021; ISBN: 978-981-4998-88-8.

o Mucopolysacchardidosis Type Il (Sanfilippo Disease) subtypes A, B, C, D:
molecular mechanism and therapeutic effect. W: Neurochemistry of metabolic
diseases: lysosomal storage diseases, Phemylketonuria, and Canavan disease.
Edited by: Surendran Sankar, 2020; ISBN: 978-1-53618-339-9.

Ponadto, w 2021 roku zostatam uhonorowana Zespotowsg Nagroda Rektora UG pierwszego
stopnia za wiodacy wktad w cykl publikacji, dotyczacych: Molekularnych mechanizmoéow chorob
genetycznych z grupy mukopolisacharydoz. Z kolei, rok p6zniej otrzymatam Zespotowa Nagrode
Rektora UG drugiego stopnia za udzial w powstaniu cyklu publikacji pt. ,,Molekularne

mechanizmy proceséw komorkowych lezacych u podtoza funkcjonowania tkanek i organizmow”.

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

Od poczatku studidow doktoranckich nabywatam praktycznych umiejetnosci
dydaktycznych, poczatkowo asystujac, a po 6 miesigcach samodzielnie prowadzac zajecia ze
studentami. Byly to gléwnie ¢wiczenia:

e Anatomia funkcjonalna czlowieka dla I roku Biologii i Biologii medycznej, studia I
stopnia;
e Fizjologia Zwierzat 1 Czlowieka dla I roku Biologii i Biologii medycznej, studia |

stopnia;



Metody Behawioralne w Neurobiologii dla Il roku Biologii medycznej, studia | stopnia;
Metody badan Osrodkowego Uktadu Nerwowego dla Il roku Biologii medycznej, studia
| stopnia;

Pracownia specjalnosciowa dla studentow I i II roku Biologii i Biologii medycznej,

studia Il stopnia.

Od roku akademickiego 2019/2020 prowadze liczne wyktady i ¢wiczenia o zr6znicowanej

tematyce takie, jak:

Genetyka behawioralna — wyktad dla studentow III roku Biologii medycznej, studia I
stopnia;

Genetyka zachowania — wyklad dla II roku studentow dziennych i zaocznych
Kryminologii, studia Il stopnia;

Neurofizjologia molekularna — ¢wiczenia audytoryjne i laboratoryjne dla studentow IIT
roku Genetyki i biologii eksperymentalnej, studia I stopnia;

Zwierzgce modele chorob  autoimmunologicznych, neurodegeneracyjnych i
metabolicznych — wyktad dla studentow I roku Biologii medycznej, studia II stopnia;
Seminarium dla studentoéw I i Il roku Biologii i Biologii medycznej, studia II stopnia;
Pracownia specjalno$ciowa dla studentéw | i 1l roku Biologii i Biologii medycznej, studia
Il stopnia;

Pracownia specjalnosciowa dla studentow III roku Biologii, Biologii medycznej oraz

Genetyki i biologii eksperymentalnej, studia | stopnia.

Za swoja dziatalno$¢ dydaktyczng w 2021 roku zostalam przez studentow Wydziatu Biologii

Uniwersytetu Gdanskiego nominowana do Nagrody im. K. C. Mrongowiusza. Od momentu

rozpoczgcia pracy w Katedrze Biologii Molekularnej, jestem cztonkiem Komisji

Egzaminacyjnych, recenzentem prac dyplomowych, a takze opiekunem/promotorem prac

licencjackich i magisterskich.

Tematy promowanych prac magisterskich:
»Wplyw genisteiny na reakcje stresowe oraz wybrane elementy morfologiczne krwi
obwodowej u myszy R6/1 stanowigcych genetycznie modyfikowany model choroby
Huntingtona” — Estera Rintz, data obrony: 02.07.2019;
»Wplyw podawania genisteiny na zaburzenia motoryczne i biochemiczne markery
dysfunkcji migéni oraz narzadéw w chorobie Huntingtona — badania na modelu mysim”
— Karol Jasinski, data obrony: 21.09.2020;



3. ,,Wplyw dlugotrwatego stosowania genisteiny na procesy pamigciowe i wybrane
parametry odpowiedzi immunologicznej w mysim modelu choroby Huntingtona” —
Klaudia Grochowalska, data obrony: 21.09.2020;

4. ,Efekty motoryczne i1 wybrane wskazniki biochemiczne obwodowych zaburzen
patofizjologicznych w chorobie Huntingtona w warunkach terapii izoflawonowej —
badania na modelu mysim” — Patryk Radzikowski, data obrony: 21.09.2020;

5. ,,Procesy pamigciowe i wybrane parametry biochemiczne w mysim modelu choroby
Huntingtona w warunkach terapii genisteing po wystgpieniu objawow” — Marta Janiak,
data obrony: 21.09.2020;

6. ,,Wplyw dlugotrwalego stosowania genisteiny na wybrane wskazniki osocza w mysim
modelu choroby Huntingtona” — Robert Olek, data obrony: 12.07.2021;

7. ,,Obwodowe i osrodkowe markery reakcji stresowej w przebiegu choroby Huntingtona w
warunkach terapii genisteing” — Oliwia Budzik, data obrony: 12.07.2021,

8. ,,Zaburzenia kognitywne i neuropsychiatryczne w chorobie Huntingtona” — Martyna
Lagiewska, data obrony: 08.07.2022;

9. ,,Wplyw dlugotrwatego stosowania resweratrolu na procesy pamieciowe oraz wybrane
parametry odpowiedzi immunologicznej w mysim modelu neuronopatycznej choroby z
grupy mukopolisacharydoz” — Patryk Lorenz, data obrony: 08.07.2022;

10. ,,Wplyw stresu na progresj¢ zaburzen motorycznych w przebiegu choroby Huntingtona”
— Mateusz Piatek, data obrony: 13.10.2022;

11. ,,Wplyw dlugotrwatego stosowania resweratrolu na wybrane wskazniki osocza oraz
parametry behawioralne u myszy MPS III B” — Monika Debinska, data obrony:
05.07.2023.

Poczawszy od grudnia 2022 roku jestem takze promotorem pomocniczym rozprawy doktorskiej
mgr Lukasza Grabowskiego, uczestnika Szkoty Doktorskiej w Instytucie Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk. Tytut rozprawy doktorskiej, to: ,,Analiza bezpieczenstwa terapii
fagowej stosowanej w zwalczaniu zakazen wywolywanych przez serowary Salmonella enterica”,
natomiast promotorem gldwnym jest Pani prof. dr hab. Alicja Wegrzyn. Moja praca w ramach
opieki naukowej nad stuchaczem Szkoty Doktorskiej Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
wskazuje rowniez na moja aktywnos$¢ naukowa na rzecz kolejnej instytucji naukowej, wpisujac
si¢ w wypetnienie warunku ustawowego prowadzenia istotnej aktywno$ci naukowej w wigcej niz

jednej uczelni lub instytucji badawczej.

Ponadto, w 2021 roku bylam cztonkiem Rady Programowej Kierunku Biologia, ktorej dzialalno$é

ma na celu dostosowanie oferty ksztalcenia do oczekiwan studentow i kandydatow na studia, a



takze zapewnienia im jak najlepszego startu na rynku pracy. Moja dziatalno$¢ organizacyjna
obejmowata rowniez udzial w organizacji konferencji i sympozjum:
e 4™ Congress of Baltic Microbiologists 10.-12.09.2018, Uniwersytet Gdanski, Gdansk,
Polska
e Il Konferencja Doktorantow Pomorza Biomed Session 7.12.2018, Uniwersytet Gdanski,
Gdansk, Polska
e | Sympozjum Bakteriofagowe 8-10.09.2022

Jestem réwniez cztonkiem krajowych i migdzynarodowych stowarzyszen naukowych:
e Polskie Towarzystwo Badan Uktadu Nerwowego
e Polskie Towarzystwo Fizjologiczne
e Polskie Towarzystwo Immunologii Doswiadczalnej i Klinicznej
e Federation of European Neuroscience Societies

¢ International Brain Research Organization

Oprocz wymienionej dziatalnosci organizacyjnej, staram si¢ takze angazowa¢ w dzialania,
majace na celu popularyzacje nauki. Wspotprowadzitam m.in. warsztaty rezerwowane (,,Czym
si¢ pasjonujg neurofizjolodzy zwierzat?”’) podczas Nocy Biologéw i Dni Moézgu, a takze
prezentowatam tematyke badawcza i odpowiadatam na liczne pytania potencjalnych kandydatow

na studia w trakcie Dni Otwartych Wydziatu Biologii.

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

Moja dziatalno$¢ naukowa obejmuje nie tylko cze¢$¢ badawcza, ale takze role recenzenta. Do tej
pory zrecenzowalam ponad 20 manuskryptow dla takich czasopism, jak: Metabolic Brain
Disease, Scientific Reports, Frontiers in Cellular and Infection Microbiology czy Frontiers in
Immunology. Ponadto, petni¢ funkcje edytora go$cinnego w specjalnym numerze czasopisma
Genes: Genetics and Genomics of Inherited Metabolic Diseases (IF: 3,759). Wrodzone choroby
metaboliczne obejmuja szeroki i zlozony wachlarz rzadkich zaburzen genetycznych. Szybki
postep w dziedzinie genomiki i dyscyplin pokrewnych utatwit zrozumienie patofizjologii
wigkszosci zaburzen metabolicznych i doprowadzit do opracowania podejs¢ terapeutycznych, w
tym: terapii komoérkowej, enzymatycznej terapii zastepczej, terapii opartej na redukcji substratu,
terapii genowej i innych. Niemniej jednak, podczas gdy ulepszone metody badan przesiewowych
i nowoczesna diagnostyka, umozliwiaja rozpoczecie terapii w przedobjawowej fazie choroby, nie
wskazujg one, jakie podejécie terapeutyczne jest najbardziej korzystne dla danego pacjenta.

Potrzebne sg zatem dalsze badania dotyczace patofizjologii wspomnianych chordb, opracowanie



efektywnych terapii skojarzonych i okreslenie optymalnego czasu rozpoczecia leczenia. W

zwiazku z powyzszym celem numeru specjalnego jest zebranie artykutéw, dotyczacych
najnowszych osiagnie¢ z zakresu genetyki i genomiki dziedzicznych choréb metabolicznych.
Dodatkowo, jestem réwniez edytorem goscinnym w aktualnie przygotowywanym numerze
specjalnym Energy Metabolism in Neurodegenerative Diseases czasopisma Metabolities (IF:
4,1). Choroby takie, jak: choroba Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona i stwardnienie rozsiane
to przewlekte schorzenia charakteryzujace si¢ postepujaca utrata neuronéw w obszarach mézgu
warunkujacych ruch, czucie czy procesy poznawcze. Rosnie liczba doniesien naukowych,
wskazujgcych na istnienie zaleznosci pomigdzy dysregulacja metaboliczng a neurodegeneracja.
Zmiany w metabolizmie energetycznym, stres oksydacyjny i dysfunkcja mitochondriéw, okazaty
si¢ jednymi z kluczowych czynnikéw, przyczyniajacych si¢ do progresji procesu
neurodegeneracji. Te zaburzenia metaboliczne moga zakiécaé homeostaze komérkowa,
uposledza¢ funkcje neurondw i ostatecznie prowadzi¢ do ich $mierci. Zrozumienie
skomplikowane;j interakcji migdzy zmianami metabolicznymi a neurodegeneracja ma ogromne
znaczenie w pelnym poznaniu mechanizméw, lezacych u podstaw tych zaburzen oraz w
identyfikacji potencjalnych celéw terapeutycznych. Dlatego tez, niniejszy numer specjalny
bedzie poswigcony najnowszym badaniom, dotyczacym roli metabolizmu energetycznego w
chorobach neurodegeneracyjnych, ale takze opracowania biomarkeréw, identyfikacji
potencjalnych celéw terapeutycznych i przysztych metod leczenia zwigzanych ze szlakami

metabolicznymi.

(podpis wnioskodawcy)




