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Zalacznik 2 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego dr R. Migdzybrodzkiego

1. Imie i nazwisko: Ryszard Migdzybrodzki

2. Posiadane dyplomy, stopnie haukowe

1995 r. Dyplom lekarza
Wydziat Lekarski Akademii Medycznej im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

1999 r. Lekarz chorob wewnetrznych
Egzamin na I stopien specjalizacji w zakresie chorob wewnetrznych
(zdany z wyr6znieniem).

2003 r. Stopien doktora nauk biologicznych
Zakres: biologia. Specjalnos$¢: immunologia.
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.
Tytut rozprawy doktorskiej: ,, Badanie aktywnosci i mechanizmu dziatania
przeciwzapalnego nowych pochodnych izotiazolu™.
Promotor: doc. dr hab. Stanistaw Szymaniec.
Praca doktorska wyrozniona przez Rad¢ Naukowa Instytutu.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1996 r.— 2003 r.  Asystent, Laboratorium Immunofarmakologii,
Instytut Immunologii i Terapii Dos§wiadczalnej PAN we Wroctawiu

2003 r. —2005r. Asystent, Zaklad Immunologii Lekarskiej,
Instytut Immunologii i Terapii Dos§wiadczalnej PAN we Wroctawiu

2005r.—2007 r.  Adiunkt, Zaktad Immunologii Lekarskie;j,
Instytut Immunologii i Terapii Dos§wiadczalnej PAN we Wroctawiu

2005r.—2006 r. Zastepca kierownika ds. medycznych NZOZ,
Osrodek Terapii Fagowe],
NZOZ przy Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu

2006 r.— 2008 r.  Zastepca kierownika NZOZ i p.o. Zastepcy Kierownika ds. medycznych
NZOZ,
Osrodek Terapii Fagowej,
NZOZ przy Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we
Wroctawiu,

2007 r. —2013r. Adiunkt, Samodzielne Laboratorium Bakteriofagowe,
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu
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2008 r.—2015r.

2013 r. — obecnie

2014 r. — obecnie

2015 r. — obecnie

Zastgpcea Kierownika NZOZ (od 2013 roku zastepca Kierownika Centrum
Medycznego IITD PAN) i Zastepca kierownika ds. medycznych NZOZ
(od 2013 roku zastepca kierownika ds. Medycznych Centrum
Medycznego IITD PAN),

Osrodek Terapii Fagowej,

NZOZ przy Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we
Wroctawiu (od 2012 r.: Centrum Medyczne Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu)

Adiunkt, Zaktad Immunologii Klinicznej, Instytut Transplantologii,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

Asystent, Samodzielne Laboratorium Bakteriofagowe,
Instytut Immunologii i Terapii Dos§wiadczalnej PAN we Wroctawiu

Zastepca kierownika ds. medycznych i administracyjnych,

Osrodek Terapii Fagowej,

Centrum Medyczne Instytutu Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej PAN
we Wroclawiu
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4. Osiagniecie wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311)

a) Tytul osiggnigcia naukowego:

,Badania nad mezliwosciami i nowymi Kierunkami
terapeutycznego zastosowania bakteriofagow”

b) Publikacje wchodzgce w skiad osiggnig¢cia naukowego (tworzgce w mysl ww. ustawy
cykl publikacji powigzanych tematycznie)™:

1. Miedzybrodzki R, Switata-Jelen K, Fortuna W, Weber-Dabrowska B, Przerwa A,
Kurzepa A, Lusiak-Szelachowska M, Dabrowska K, Boratynski J, Syper D, Lugowski C,
Pozniak G, Gorski A. (2008). Bacteriophage inhibition of reactive oxygen species
generation by endotoxin-stimulated polymorphonuclear leukocytes. Virus Res.
131(2):233-242. IF:=2,429 | MNiSW: 20 / liczba cytowan: 43.

2. Miedzybrodzki R, Fortuna W, Weber-Dabrowska B, Gorski A. (2009). A retrospective
analysis of the changes in inflammatory markers in patients treated with bacterial viruses.
Clin Exp Med. 9(4):303-312. IF: 1,581 / MNiSW: 20 / liczba cytowan: 30.

3. Gorski A, Miedzybrodzki R, Borysowski J, Dabrowska K, Wierzbicki P, Ohams M,
Korczak-Kowalska G, Olszowska-Zaremba N, Lusiak-Szelachowska M, Kilak M,
Jonczyk E, Kaniuga E, Gotas A, Purchla S, Weber-Dabrowska B, Letkiewicz S, Fortuna
W, Szufnarowski K, Pawetczyk Z, Rogoz P, Ktosowska D. (2012). Phage as a modulator
of immune responses: practical implications for phage therapy. Adv Virus Res. 83:41-71.
IF: 2,844 | MNiSW: 40 / liczba cytowan: 75.

4. Miedzybrodzki R, Borysowski J, Weber-Dgbrowska B, Fortuna W, Letkiewicz S,
Szufnarowski K, Pawetczyk Z, Rogoz P, Ktak M, Wojtasik E, Gorski A. (2012). Clinical
aspects of phage therapy. Adv Virus Res. 83:73-121. IF: 2,844 / MNiSW: 40 / liczba
cytowan: 105.

5. Miedzybrodzki R, Kilak M, Jonczyk-Matysiak E, Bubak B, Wo¢jcik A, Kaszowska M,
Weber-Dabrowska B, Lobocka M, Gorski A. (2017). Means to facilitate the overcoming
of gastric juice barrier by a therapeutic staphylococcal bacteriophage A5/80. Front
Microbiol. 8:467. IF: 4,019 / MNiSW: 35/ liczba cytowan: 6.

6. Miedzybrodzki R, Borysowski J, Ktak M, Jonczyk-Matysiak M, Obminska-Mrukowicz
B, Suszko-Pawlowska A, Bubak B, Weber-Dabrowska B, Gorski A. (2017). In vivo
studies on the influence of bacteriophage preparations on the autoimmune inflammatory
process. Biomed Res Int. 2017:3612015. IF: 2,583 / MNiSW: 25 / liczba cytowan: 7.

Sumaryczny Impact Factor (IF) cyklu publikcji: 16,300.
Sumaryczna punktacja MNiSW cyklu publikacji: 180.

* Poza danymi bibliograficznymi dla kazdej publikacji podano: IF — wspdtczynnik wptywu
czasopisma wg Journal Citation Reports; MNiSW — punkty za publikacj¢ w czasopismie wedtug
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; liczbe cytowan z uwzglednieniem autocytowan wg
bazy Web of Sciences (core collection) z dn. 09.10.2018 r.
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c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikoéw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Bakteriofagi (okre§lane rowniez jako fagi), czyli wirusy bakterii, stanowig
najliczniejszg grupa mikroorganizmow. Wystepuja powszechnie w przyrodzie zasiedlajac
srodowisko naturalne (woda, gleba, $cieki), w zywnoS$ci oraz W organizmach zwierzat i ludzi
(np. przewodzie pokarmowym). W roku 1919, czyli wkrotce po ich niezaleznie dokonanym
odkryciu przez Fredericka Wiliama Tworta (w 1915 roku) i przez Felixa d’Hérelle’a
(w 1917 roku) bakteriofagi zostaly po raz pierwszy zastosowane w leczeniu czerwonki
bakteryjnej — szigelozy (zat. 4, pkt II D, poz. 2.13). Dwa lata pozniej, w 1921 roku,
opublikowany zostal pierwszy raport prezentujgcy wyniki terapeutycznego zastosowania
bakteriofagéw, ktory dotyczyt leczenia zakazen skory wywotanych przez gronkowce.
Fagoterapia ma takze dtugie tradycje w Polsce — z dostepnej literatury wynika, ze juz w 1922
roku stosowano fagi do leczenia czerwonki. Do czasu wprowadzenia do stosowania
pierwszych antybiotykéw fagoterapia byla dos¢ powszechna i traktowana jako jedna z
waznych metod zwalczania infekcji bakteryjnych. Profesor Ludwik Hirszfeld w podreczniku
do immunologii z 1949 roku pisat: ,,Bakteriofagi dzialajg w tak nieprawdopodobnej matlej
ilosci, niszcza bakterie tak doszczetnie, sila ich przewyzsza mozliwosci odpornos$ciowe
organizmu” (Hirszfeld, Immunologia ogdlna, Czytelnik, Warszawa 1949). Wysoka
skuteczno$¢ antybiotykéw doprowadzita jednak do zahamowania prac nad dalszym rozwojem
terapii fagowej (TF). Obecny kryzys spowodowany narastaniem antybiotykoodpornosci
bakterii doprowadzit do renesansu TF i podejmowania coraz liczniejszych staran o
powszechne uznanie jej jako alternatywy dla antybiotykow, szczegolnie w walce z
wielolekoopornymi patogenami.

Badania w tym zakresie od wielu lat prowadzone sa w Instytucie Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu (IITD PAN). Profesor Hirszfeld prowadzit
badania nad ich zastosowaniem w epidemiologii. Profesor Stefan Slopek rozpoczat prace nad
zastosowaniem preparatow fagowych w leczeniu infekcji bakteryjnych u ludzi.
Zorganizowana przez niego kolekcja fagéw terapeutycznych jest stale powigkszana przez
dr Beate Weber-Dabrowska. W 2015 roku staraniami profesora Andrzeja Gorskiego zostato
zorganizowane w Instytucie centrum medyczne z Osrodkiem Terapii Fagowej (OTF),
w ktorym mozliwe jest prowadzenie eksperymentalnej terapii fagowej zgodnie
z obowigzujacymi przepisami. Praca w tym unikalnym osrodku, mozliwos¢ doktadnego
Sledzenia odpowiedzi klinicznej indywidualnych chorych na stosowane u nich rozne
preparaty fagowe i wynikajace z tego obserwacje skierowata moje zainteresowania naukowe
w kierunku zagadnien badawczych zwigzanych z kluczowymi aspektami terapeutycznego
zastosowania fagéw obejmujacymi:

- mozliwos$ci zastosowania fagdw w leczeniu zakazen bakteryjnych u ludzi (biodostepnosé
1 bezpieczenstwo stosowania fagéw),

- nowe kierunki Klinicznego zastosowania bakteriofagow (dziatanie przeciwzapalne
1 immunomodulujace fagdw).

Cykl publikacji, ktore wybratem do przewodu habilitacyjnego jest rezultatem moich
badan nad tymi zagadnieniami i przedstawia dane uzyskane w Samodzielnym Laboratorium
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Bakteriofagowym i Os$rodku Terapii Fagowej IITD PAN oraz w Zaktadzie Immunologii
Klinicznej Instytutu Transplantologii Uniwersytetu Medycznego w Warszawsie.

Primum non nocere — ta fundamentalna zasada dziatalno$ci lekarza jest szczegdlnie
istotna w terapii fagowej, ktora w wielu krajach $§wiata (np. w Polsce i innych krajach Unii
Europejskiej, Stanach Zjednoczonych Ameryki Poéinocnej) wcigz ma forme terapii
eksperymentalnej. Dotychczasowe doniesienia prezentujagce wyniki TF w niewielkim
aspekcie prezentowaly szczegotowe dane dotyczace bezposredniego wptywu fagdéw 1 ich
preparatow na organizm cztowieka. Publikacja 4 stanowi praktycznie pierwsze w §wiatowym
pismiennictwie doniesienie potwierdzajace bezpieczenstwo TF nie tylko na podstawie analizy
danych klinicznych (informacje o obserwowanych mozliwych dzialaniach niepozadanych
preparatow fagowych), lecz takze danych laboratoryjnych dotyczacych monitorowania
podstawowych parametrow funkcji szpiku kostnego, nerek, watroby, trzustki. Obserwacje te
w pehni potwierdzaja m.in. nieco p6zniej opublikowane wyniki Sarkera i wspotpr. (Virology
2012;434:222-232) oraz McCallina i wspolpr. (Virology 2013;443:187-196), ktory badali
bezpieczenstwo doustnego stosowania preparatow fagow E. coli u dorostych zdrowych
ochotnikow. Co wiegcej, moje najnowsze wyniki prezentowane na konferencji EMBO
Workshop Viruses of Microbes V w 2018 roku potwierdzaja rowniez odlegle bezpieczenstwo
TF (zat. 4 pkt. I1I B, poz. 1.33).

Wazne wnioski dotyczace bezpieczenstwa TF przedstawitem rowniez w pracach 1, 2,
3 1 6 z zalaczonego cyklu. W publikacji 3 przedstawione zostaty wyniki monitorowania
czg¢sci chorych analizowanych w publikacji 4 pod katem wplywu TF na odpowiedz
proliferacyjng limfocytow T 1 B na mitogeny, na funkcje granulocytow (aktywnos¢
fagocytarng 1 produkcje wolnych rodnikdéw), na zmiany populacji limfocytow T, limfocytow
NKT 1 komoérek NK, a takze na aktywno$¢ komoérek NK. Wykazaty one, ze TF moze
powodowac¢ modyfikacj¢ odpowiedzi immunologicznej, jednakze poza poprawg fagocytozy
mogaca pozytywnie korelowa¢ z dobrymi wynikami TF, pozostate parametry nie ulegaja
zmianom, ktorym mozna by przypisywaé istotne znaczenie kliniczne. W publikacji 2
zaprezentowane zostaly natomiast dane $wiadczace o tym, ze TF stosowana z powodu
przewlektej infekcji bakteryjnej nie nasila procesu zapalnego mimo, ze stosowane preparaty
fagowe moga zawiera¢é czynniki o potencjalnym dziataniu stymulujacym uklad
immunologiczny (wirusy, antygeny bakteryjne) oraz prowadzi¢ do uwolnienia produktow
rozpadu bakterii niszczonych przez zastosowane fagi. Przeciwnie, u chorych obserwowano
w przebiegu TF istotne zmniejszenie takich markerow zapalenia jak poziom biatka
C-reaktywnego (CRP) w surowicy i liczby leukocytow we krwi. Co wiegcej, W toku
przedstawionych w publikacji 6 badan nad wplywem fagéow na zapalenie stawow
indukowane kolagenem (CIA) u myszy potwierdzilem, Ze ogdlnoustrojowe Stosowanie
lizatow fagowych bakterii Gram-dodatnich (S. aureus i E. faecalis) jak i Gram-ujemnych
(P. aeruginosa) nie zaostrza przebiegu klinicznego CIA. Stanowi to pozytywne przestanki w
zakresie bezpieczenstwa stosowania TF takze u osob z takimi towarzyszacymi chorobami
autoimmunologicznymi jak reumatoidalne zapalenie stawow, ktérego modelem jest wlasnie
CIA. Z kolei wykazana w publikacji 1 zdolnos¢ fagow do hamowania produkcji reaktywnych
form tlenu (RFT) przez granulocyty stymulowane endotoksyng sugeruje ich potencjalne
dziatanie ochronne w przypadku nadprodukcji RFT prowadzacej do uszkodzenia tkanek.
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Publikacja 5, chociaz prezentuje wyniki badan na zwierz¢tach ma réwniez bardzo
wazne znaczenie dla stosowania fagéw w praktyce klinicznej. Dotychczas ogdlnie zaktadano,
ze doustna droga podania bakteriofagéw moze by¢ stosowana nie tylko w leczeniu infekcji
bakteryjnych przewodu pokarmowego (np. biegunek) w celu uzyskania ich miejscowego
dziatania, ale rowniez w leczeniu zakazen ukladowych (np. sepsy), czy narzadowych (np.
infekcje dolnych drég oddechowych i ukladu moczowego), mimo ze dane dotyczace
penetracji fagow do krwi ludzi po podaniu doustnym sg bardzo skape (Weber-Dabrowska i
wspotpr. Arch Immunol Ther Exp 1987;35:563-568; Pagava i wspOlpr., Georgian Med News
2012;211:60-66). Badania na zwierzetach prezentowaty z kolei pozytywne wyniki penetracji
z przewodu pokarmowego do krwi tylko dla pojedynczych fagow. Dlatego w latach 2006-
2010 prowadzitem w ramach projektu wykazanego w zat. 4, pkt. II I na poz. 8 badania nad
biodostepnoscig i penetracjg tkankowg fagow terapeutycznych (pochodzacych z kolekcji
Samodzielnego Laboratorium Bakteriofagowego IITD PAN) podawanych r6znymi drogami
oraz sposobami jej poprawy. Cze$¢ uzyskanych catkowicie oryginalnych wynikow
dotyczacych wiasnie stosowania doustnego fagow opublikowalem we wspomnianej wyzej
pracy 5. Potwierdzitem, ze nie tylko weglan dihyroksyglinowo-sodowy stosowany
u pacjentow OTF w celu zobojetniania kwasu solnego w Zotadku (wedlug obowiazujacego
w tym czasie protokotu eksperymentalnej terapii fagowej) moze silnie chroni¢ bakteriofagi
(w wigkszosci bardzo wrazliwych na niskie pH) przed ich inaktywacja przez sok zotadkowy
umozliwiajgc ich pasaz do dalszych odcinkéw przewodu pokarmowego szczurow. Takie
dziatanie wykazalem rowniez w przypadku antagonistow receptora histaminowego Ho,
(ranitydyna) i inhibitoréw pompy protonowej (omeprazol), a nawet naturalnego jogurtu.
Wyniki te moga mie¢ wazne znaczenie w dalszym rozwoju klinicznej TF — zaréwno do celow
zwalczania zakazen bakteryjnych jak i ewentualnej immunomodulacji — umozliwiajac wybor
roznych $rodkow wspomagajacych skutecznos¢ doustnej TF. Mimo stosowania wyzej
wymienionych $rodkow nie obserwowatem, aby bakteriofagi w znaczacej ilosci penetrowaty
z przewodu pokarmowego szczuréw do krwi. Dopiero badania, ktére wykonatem na myszach
wykazaty taka mozliwos¢, ale nie dla wszystkich badanych fagow. Sugeruje to, ze jedng
z zasadniczych przyczyn niepowodzenia doustnej TF u czgsci pacjentdw moze by¢ problem
z wchianianiem fagow z przewodu pokarmowego do ustroju.

Wyniki i wnioski zaprezentowane w pracach 1, 2 i 6 wskazuja rowniez na mozliwos¢
zastosowania TF poza jej znanym standardowym dziataniem przeciwbakteryjnym. Ta nowa,
oryginalna koncepcja zostata przedstawiona w opublikowanej w 2016 roku pracy, ktorej
jestem wspolautorem (zal. 4, pkt. Il A, poz. 2.7), a w ktorej zwrdcono uwage na zarysowujace
si¢ perspektywy ewolucji TF od obecnego leczenia powiktan (np. pooperacyjne badz
pourazowe zakazenia bakteryjne) w kierunku leczenia przyczynowego standow zapalnych
I immunopatii. Zwroécono W niej m.in. uwagg na fakt, ze u niektorych chorych leczonych
fagami obserwuje si¢ znaczacy spadek wskaznikow procesu zapalnego (np. CRP) nawet przy
braku eradykacji zakazenia bakteryjnego. W istocie wiasnie to przeciwzapalne oddziatywanie
fagobw w przebiegu TF moga sugerowac¢ dane zaprezentowane uprzednio w publikacji 2
z 2009 roku. Sa one zgodne z wynikami przedstawionymi w 2008 roku w publikacji 1,
w ktorej wykazatem, Ze obserwowane przeciwzapalne oddzialywanie fagéw moze zaleze¢ od
ich zdolnosci do hamowania produkcji RFT przez granulocyty, i to zarowno w odpowiedzi na
bakterie niezaleznie od swoistosci wobec faga, jak i izolowang endotoksyng¢. Potwierdzaja je
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réwniez Wyniki badan innych autoréw. Obserwowano na przyktad hamowanie przez faga T4
aktywacji jadrowego czynnika-kB (biorgcego udzial regulacji ekspresji wielu cytokin
prozapalnych i czgsteczek adhezyjnych) w komorkach nabtonkowych stymulowanych in vitro
wirusem zapalenia opryszczki pospolitej (HSV-1) oraz tworzenia nacieku komorkowego
w allogenicznym przeszczepie skory u myszy (Gorski 1 wspotpr.,, Transplant Proc
2006;38:331-333). W 2016 roku wykazano, ze rekombinowane biatko gp12 bedace adhezyna
krotkiego witokna ogonka faga T4 podawane dootrzewnowo myszom moze ostabiaé
produkcje interleukiny 1 i interleukiny 6 oraz zmniejsza¢ naciek komoérkowy w watrobie
i Sledzionie zwierzat w odpowiedzi na stymulacje lipopolisacharydem (Miernikiewicz.
i wspotpr., Front Microbiol 2016;7:1112). W 2017 roku opublikowano z kolei wyniki badan,
ktore wskazuja, ze pod wpltywem fagéw w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej
cztowieka dochodzi do aktywacji genow kodujacych rozne cytokiny oraz inne mediatory
przeciw- i prozapalne (Van Belleghem i wspotpr., Sci Rep 2017;7:8004). Autorzy podkreslaja,
dyskutujac wzajemne powigzania migdzy tymi czynnikami, ze wypadkowsa ich dziatania
powinno by¢ ostabienie procesu zapalnego. Bardzo waznym potwierdzeniem dziatania
przeciwzapalnego fagéw, wskazujacym na ich potencjalne nowe zastosowanie terapeutyczne
sg wyniki eksperymentow in vivo, ktore przedstawitem w publikacji 6. Wykazaty one silne
dzialanie przeciwzapalne faga T4 na mysim modelu reakcji typu autoimmunizacji
odpowiadajacej reumatoidalnemu zapaleniu stawow u cztowieka.

Szczegélowe umowienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

1. Miedzybrodzki R, Switata-Jelen K, Fortuna W, Weber-Dabrowska B, Przerwa A, Kurzepa
A, Lusiak-Szelachowska M, Dabrowska K, Boratynski J, Syper D, fugowski C, Pozniak
G. Gorski A. (2008). Bacteriophage inhibition of reactive oxygen species generation by
endotoxin-stimulated polymorphonuclear leukocytes. Virus Res. 131(2):233-242.

W pracy tej po raz pierwszy wykazano, ze oczyszczony preparat faga T4 moze
hamowac¢ tworzenie reaktywnych form tlenu przez granulocyty stymulowane endotoksynag.
Do oceny produkcji RFT przez granulocyty zastosowano metode oparta na pomiarze
chemiluminescencji luminolu (stosowatem ja wczesniej w badaniach prowadzonych
w ramach mojej pracy doktorskiej). Wyselekcjonowanie szczepoéw E. coli podatnych
i opornych na zakazenie fagiem T4, ktoérych lipopolisacharydy (LPS) mogty efektywnie
pobudzaé¢ granulocyty do produkcji RFT pozwolito na stworzenie uktadu doswiadczalnego,
w ktorym zaobserwowano wiele interesujacych zaleznosci.

Przede wszystkim wykazano, ze fag T4 moze hamowaé tworzenie RFT przez
granulocyty pobudzane nie tylko lipopolisacharydem pochodzacym od bakterii wrazliwych na
tego faga (E. coli B i E. coli J5), ale rowniez lipopolisacharydem bakterii opornych na jego
infekcje (E. coli R4). Efekt ten byl zalezny od dawki faga, ale niezalezny od zastosowanej
dawki LPS, przy czym fag hamowat tworzenie RFT nawet gdy LPS zastosowano w dawce,
ktora teoretycznie znacznie przekraczala zdolnos$¢ jego catkowitego zwigzania przez faga.
Sugeruje to, ze fag T4 moze hamowac tworzenie RFT nie tylko poprzez proste wigzanie LPS,
ktory jest dla niego receptorem na powierzchni bakterii (trzydziestominutowa preinkubacja
faga z LPS E. coli J5 zwigkszata efekt hamowania chemiluminescencji pobudzonych
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komorek), ale rowniez przez inne mechanizmy zwigzane z jego bezposrednig interakcja
z granulocytami (w pracy przedstawiono wyniki eksperymentu, ktore potwierdzity, ze
granulocyty moga wigza¢/pochtania¢ faga T4). Dodatkowo przemawiajg za tym wyniki
doswiadczenia, w ktorym fag byt zdolny do hamowania tworzenia RFT niezaleznie od tego,
czy granulocyty byly preinkubowane z LPS czy tez LPS i fag byly dodane do zawiesiny
jednoczesnie. Brak hamujacego wptywu faga na tworzenie RFT przez granulocyty
stymulowane octanem mirystynianu forbolu (phorbol 12-myristate 13-acetate — PMA)
wskazuje, ze efekt ten jest zalezny od drogi aktywacji, gdyz LPS bakterii Gram-ujemnych
pobudza granulocyty do tworzenia RFT poprzez aktywacj¢ receptoréw Toll-podobnych
(TLR4 i CD14), podczas gdy PMA pobudza ich tworzenie przez aktywacje kinazy biatkowej
C (protein kinase C — PKC) a nastepnie oksydazy NADPH.

Ponadto w pracy tej nie tylko potwierdziliSmy nasze wcze$niejsze obserwacje (zat. 4,
pkt. Il A, poz. 1.7), ze fag moze hamowaé tworzenie RFT przez komorki stymulowane
bakteriami podatnymi na jego infekcje (E. coli B i E. coli J5), ale wykazalismy rowniez,
ze moze hamowac ich tworzenie pod wptywem bakterii, ktore nie sg przez niego infekowane
(E. coli R4). Co wigcej, w przypadku E. coli B i E. coli J5 zawiesina bakterii po
trzydziestominutowej preinkubacji z fagiem znacznie stabiej stymulowata tworzenie RFT niz
bakterie i fag dodane do komorek bezposrednio przed dodaniem luminolu, natomiast taka
preinkubacja nie powodowata zmniejszenia jego chemiluminescencji w tym eksperymencie w
przypadku bakterii niewrazliwej na faga T4 (E. coli R4). Tak skonstruowany uktad
doswiadczalny pozwolit po raz pierwszy na stwierdzenie, ze hamowanie przez fagi tworzenia
RFT przez granulocyty w obecnosci zywych bakterii moze by¢ wynikiem lizy tych bakterii
przez bakteriofaga, jak rowniez innych nieswoistych mechanizméw (interakcji fag-
granulocyt) podobnie jak to wykazano w przypadku LPS.

2. Miedzybrodzki R, Fortuna W, Weber-Dabrowska B, Gdrski A. (2009). A retrospective
analysis of the changes in inflammatory markers in patients treated with bacterial viruses.
Clin Exp Med. 9(4):303-312.

W pracy tej przestawiono retrospektywng analiz¢ zmian poziomow bialtka
C-reaktywnego w surowicy, wskaznika opadania erytrocytow (OB) i liczby leukocytow we
krwi u chorych z przewlekltymi, objawowymi, opornymi na antybiotykoterapi¢ zakazeniami
bakteryjnymi, ktorzy =zostali zakwalifikowani do eksperymentalnej terapii fagowej
prowadzonej w O$rodku Terapii Fagowej Centrum Medycznego IITD PAN. Analizie
poddano dane zebrane tacznie od 37 chorych z zapaleniem kosci i szpiku (z lub bez obecnosci
metalowych implantéw i endoprotez), skory, tkanek migkkich i dolnych drog oddechowych.
U wiekszosci pacjentéw (n=30) zakazenie byto wywolane przez S. aureus. Zaden z nich nie
stosowal antybiotykow w okresie, gdy byly zbierane analizowane dane. Preparaty fagowe
(w formie lizatbw) zawierajace swoiste, czyli dobrane na podstawie wyniku typowania
fagowego patogennej bakterii, fagi byly stosowane doustnie (10 ml trzy razy dziennie po
neutralizacji soku zotadkowego 10 ml weglanem dihyroksyglinowo-sodowym) i/lub
miejscowo (dwa razy dziennie mokre opatrunki lub ptukanie przetoki). U ponad 40% z nich
obserwowano dobra odpowiedz kliniczng w czasie leczenia.
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Analizowano szczegdétowo m.in. zmiany badanych markeréw zapalnych w zalezno$ci
od takich czynnikow jak: wiek, rodzaj infekcji, sposob stosowania preparatu fagowego,
obecno$¢ chordb towarzyszacych takich jak schorzenia sercowo-naczyniowe, zaburzenia
endokrynne i metaboliczne, stosowanie niskich dawek kwasu acetylosalicylowego
I stabilnych dawek niesterydowych lekow przeciwzapalnych jako lekéw przeciwbolowych
(pacjenci stosujacy leki sterydowe o dziataniu ogdélnym nie byli wiaczeni do analizy). Poza
wyzszym s$rednim poziomem CRP przed rozpoczgciem leczenia u chorych z zakazeniami
okotoprotezowymi oraz istotng réznicg w zmianie wartosci OB po 5-8 dniach leczenia
w zaleznos$ci od obecnosci choroby endokrynnej i/lub metabolicznej, nie obserwowano
zasadniczo istotnego wplywu tych czynnikbw na zmian¢ markerow zapalnych
w analizowanej grupie chorych.

Najwazniejsza analiza wykazata, ze po 5-8 dniach od rozpoczecia TF $redni poziom
CRP w surowicy chorych nie zmienit si¢ istotnie (38,6 + 10,8 mg/l przed leczeniem
wzgledem 35,3 + 9,5 mg/l po 5-8 dniach, n = 11). Jednakze w p6zniejszym okresie terapii, po
9-32 dniach stosowania fagow, nastapit znaczacy spadek sredniego poziomu CRP w surowicy
chorych (z 23,3 + 5,7 mg/1 przed terapig do 16,1 + 3,9 mg/l po 9-32 dniach, n = 26, p < 0.05).
Podobng tendencje obserwowano dla $redniej liczby leukocytow we krwi (spadek z poziomu
7,8 £0,5 tys./ul przed terapig do 7,1 + 0,4 tys./ul po 9-32 dniach, n = 26, p < 0.05). Natomiast
srednie wartosci OB ani we wczesnej, ani W p6zniej fazie terapii nie odbiegaty istotnie od
wartosci wyjsciowych, co moglto wynika¢ z tego, ze nie jest to marker wykazujacy
szczegllnie silng korelacje z intensywnos$cig procesu zapalnego towarzyszacego infekcji
bakteryjnej.

Wyniki te potwierdzily, ze TF nie nasila procesu zapalnego mimo, ze stosowane
preparaty fagowe zawieraja czynniki o potencjalnym dziataniu stymulujagcym uktad
immunologiczny (wirusy, antygeny zlizowanych bakterii) a takze moga powodowaé
uwolnienie a bakterii takich nowych produktow w trakcie fagoterapii. Przeciwnie, jest to
pierwsze doniesienie potwierdzajgce, ze stosowanie preparatow fagowych moze hamowac
proces zapalny w przebiegu zakazenia bakteryjnego. Zwrocono W nim uwagg na to, ze moze
to wynika¢ nie tylko z bezposredniego dziatania przeciwbakteryjnego stosowanych
preparatow fagowych, ale rOwniez mechanizmoéw niezwigzanych z tym dziataniem.

3. Gorski A, Miedzybrodzki R, Borysowski J, Dabrowska K, Wierzbicki P, Ohams M,
Korczak-Kowalska G, Olszowska-Zaremba N, Lusiak-Szelachowska M, Ktak M, Jonczyk
E, Kaniuga E, Gotas A, Purchla S, Weber-Dabrowska B, Letkiewicz S, Fortuna W,
Szufnarowski K, Pawelczyk Z, Rogoz P, Ktosowska D. (2012). Phage as a modulator of
immune responses: practical implications for phage therapy. Adv Virus Res. 83:41-71.

Praca ta ma charakter oryginalno-przegladowy. Przedstawiono w niej rézne aspekty
interakcji fagow z komorkami uktadu odpornosciowego oraz opisano wplyw bialek fagowych
na uktad immunologiczny. Opisano m.in. dziatanie immunogenne fagéw, czyli ich zdolnos¢
do indukcji odpowiedzi immunologicznej, a w szczegdlnosci indukcji przeciwcial. W tej
czg$ci zaprezentowano oryginalne wyniki inaktywacji swoistych fagdw przez surowice
chorych poddanych TF prowadzonej w Osrodku Terapii Fagowej Centrum Medycznego IITD
PAN. W czesci pracy poswigconej aktywnosci immunomodulacyjnej bakteriofagow, czyli ich
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nieswoistemu dziataniu na rézne funkcje komorek uktadu odpornosciowego biorgcych udziat
w odpowiedzi wrodzonej i nabytej, oméwiono m.in. ich wpltyw na fagocytozg, wybuch
tlenowy fagocytow, produkcje cytokin, tworzenie przeciwcial przeciwko innym antygenom
i dziatanie immunomodulacyjne lizatow fagowych. Przedstawiono w niej oryginalne wyniki
badania wptywu przeciwcial monoklonalnych przeciwko integrynom 1 i b3 oraz VLA-4
i ALV-5 na adhezje komorek T do biatka gp24 faga T4. Zaprezentowano réwniez unikalne
oryginalne wyniki monitorowania immunologicznego chorych poddanych TF prowadzonej
w Osrodku Terapii Fagowej Centrum Medycznego [ITD PAN.

Analiza ta obejmowata dane uzyskane od 70 pacjentow (44 mezczyzn, 26 Kobiet,
mediana wieku 46,5 lat) leczonych preparatami fagowymi z powodu przewlektych zakazen
bakteryjnych opornych na antybiotykoterapi¢. Oceniano zmiany w zakresie nastepujacych
paramentéw: odpowiedzi proliferacyjnej limfocytéw T na stymulacje przeciwcialem
przeciwko antygenowi CD3 (OKT3) i fitohemaglutyning (PHA), odpowiedzi proliferacyjnej
limfocytow B stymulowanych Staphylococcus aureus Covan | (SAC), aktywnosci komorek
NK (natural killer), odsetka populacji limfocytow T, komorek NKT (natural killer T-cells)
i komoérek NK, fagocytozy zymosanu oraz spontanicznej i stymulowanej octanem
mirystynianu forbolu (PMA) produkcji wolnych rodnikow przez granulocyty. U ponad
polowy analizowanych chorych wyjsciowe wartosci tych parametrow, czyli przed
rozpoczgciem TF byly ponizej normy. Poréwnywano je z wynikami uzyskanymi
po 7-20 dniach, 21-48 dniach i 49-84 dniach terapii.

Jakkolwiek obserwowano pewne fluktuacje w zakresie badanych partneréw uktadu
odporno$ciowego, nie mozna bylo wykazaé¢ znaczacego wptywu TF na wigkszo$¢ z nich.
Stwierdzono statystycznie istotne podwojenie odsetka pacjentow (z 34% do 69%) z normalng
lub podwyzszong odpowiedzig na SAC po 49-84 dniach terapii. Jednakze nie obserwowano
istotnych zmian gdy analizowano liczb¢ pacjentow z wartoSciami tych parametrow ponizej
1 powyzej normy, co $wiadczy, ze stosowane lizaty fagowe nie powodowaty nadmiernej
stymulacji uktadu odpornosciowego. Poza tym analizujagc wyniki w poszczegdlnych
podgrupach pacjentow stwierdzono mi.in., ze:

- znaczacy wzrost fagocytozy zymosanu stwierdzany w okresie od 7 do 20 dnia terapii
byl zwigzany z dobrag odpowiedzig na TF, ktora obserwowano u prawie 50%
analizowanych chorych;

- stosowanie preparatbw fagow innych niz gronkowcowe, tj. enterokokowych lub
przeciwko bakteriom Gram-ujemnym powodowato ostabienie odpowiedzi limfocytow
T na OKTS3;

- stosowanie preparatow fagowych przeciwko bakteriom Gram-ujemnym powodowato
istotne zmniejszenie odsetka komoérek CD3"CD56" (limfocyty NKT) miedzy 21 a 48
dniem stosowania fagow;

- u chorych stosujacych tylko fagi enterokokowe obserwowano znaczacy wzrost
przeci¢tnej wartosci (mediany) fagocytozy zymosanu po 21-48 dniach terapii;

- podanie doodbytnicze fagdw (takze w potaczeniu z innymi drogami podania) moze
zmniejsza¢ liczbe krazacych komorek NK po 49-84 dniach terapii;

- u pacjentdow stosujacych tylko preparaty fagoéw gronkowcowych (n=31) nie
obserwowano zadnych zmian w zakresie analizowanych parametrow.
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Wyniki badan przedstawionych w tej pracy pozwolily na stwierdzenie, ze TF moze
powodowa¢ modyfikacje odpowiedzi immunologicznej, jednakze poza mozliwoscig korekty
fagocytozy pozostate parametry nie ulegaja zmianom, ktérym mozna by przypisywac istotne
znaczenie kliniczne. Skojarzenie znamiennego wzrostu zdolno$ci granulocytow do
fagocytozy w trakcie TF z jej pomyS$lnym przebiegiem, wskazuje, ze parametr ten moze miec¢
znaczenie rokownicze w terapii. Obserwacja ta sugeruje rowniez, ze efekt dobroczynny TF
zalezy zarowno od jej zdolnosci do eliminacji patogenow, jak i synergistycznego dzialania
z fagocytami pacjentow, ktore odzyskuja zdolno$¢ do bardziej skutecznego dziatania.
Ten synergizm terapii fagowej 1 oddzialywania uktadu fagocytarnego zostat ostatnio w petni
potwierdzony przez innych autorow (Roach i wspotpr., Cell Host Microbe 2017;22:38-47.e4).

4. Miedzybrodzki R, Borysowski J, Weber-Dabrowska B, Fortuna W, Letkiewicz S,
Szufnarowski K, Pawelczvk Z, Rogdz P, Klak M, Woitasik E, Gorski A. (2012). Clinical
aspects of phage therapy. Adv Virus Res. 83:73-121.

W pracy przedstawiono retrospektywna analize¢ wynikow TF prowadzonej w Osrodku
Terapii Fagowej Centrum Medycznego IITD PAN w ramach eksperymentu leczniczego
pt. ,,Eksperymentalna terapia fagowa infekcji bakteryjnych opornych na antybiotykoterapie,

w tym zakazeh MRSA”.
Analizowano dane kliniczne i laboratoryjne 153 pacjentéw (68 kobiet, 85 mezczyzn,
mediana wieku — 46 lat) z przewleklymi zakazeniami bakteryjnymi opornymi na

antybiotykoterapi¢, dla ktorych byly dostgpne dane z ogdtu 157 oséb zakwalifikowanych do
terapii fagowej w latach 2008-2010. Badana grupa obejmowata chorych z zakazeniami uktadu
moczowo-piciowego mezczyzn (19,1% przypadkow) i kobiet (14,0%), zakazeniami tkanek
migkkich (19,1% - gléwnie zakazenie rany pooperacyjnej i owrzodzenia podudzia), skory
(6,4%), uktadu kostno-stawowego (24,2%) oraz drog oddechowych (15,3%). Inne rodzaje
zakazen stanowity 1,3% przypadkow. Byly one wywotane przez bakterie z rodzaju/gatunku
Staphylococcus, Enterococcus, E. coli, Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Citrobacter, Salmonella i Stenotrophomonas, przy czym monoinfekcja wystepowata u 80%
chorych (z czego u 50% stwierdzano zakazenie S. aureus), a infekcje mieszane u 20%.
Mediana czasu trwania choroby przed rozpoczeciem terapii fagowej wynosita 43 miesigce
(zakres: 4-600 mies.). W terapii stosowano lizaty fagowe zawierajgce fagi zdolne do swoistej
lizy patogennego szczepu bakteryjnego w dawce 10-20 ml trzy razy dziennie przy podawaniu
droga doustng (po uprzedniej neutralizacji kwasu zotadkowego Alugastrinem), 10-20 ml dwa
razy dziennie w postaci wlewek doodbytniczych i 2 razy dziennie miejscowo (w postaci
oktadow, przymoczek, kropli do ucha i1 nosa, nasiadowek oraz do ptukania gardta, do
przeptukiwania ropni i przetok, do ptukania pochwy, a takze w postaci inhalacji aerozolu).
Do oceny wynikéw TF u tak zrdéznicowanej grupy pacjentOw opracowano oryginalng,
uniwersalng siedmiostopniowa skalg, ktora pozwalala rowniez na sklasyfikowanie wynikoéw
w dwoch kategoriach — jako dobra i niewystarczajaca odpowiedz na leczenie.
Przeprowadzona analiza wykazata, ze u 39,9% ogoélu chorych wystgpita dobra
odpowiedz na terapie¢, przy czym eradykacj¢ patogenu lub wyleczenie obserwowano u 18,3%
ogotu chorych. Nie obserwowano istotnej roéznicy migdzy grupa pacjentow, ktorzy stosowali
wylacznie bakteriofagi (n=109) a tymi, u ktorych w trakcie terapii zastosowano takze
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antybiotyki lub inne $rodki przeciwbakteryjne (n=44). W poszczegolnych grupach chorych
dobra odpowiedz na terapi¢ uzyskano w nastgpujacym odsetku: mezczyzni z zakazeniami
uktadu moczowo-plciowego (w tym z przewleklym bakteryjnym zapaleniem gruczotu
krokowego) — 48,3% (w tej grupie osiggnicto tez najwickszy odsetek eradykacji/wyleczenia
— 37,9%), chorzy =z zakazeniami wukladu kostno-stawowego (w tym zakazenia
okotoprotezowe) — 45,9%, osoby z zakazeniami tkanek migkkich (gléwnie zakazenie rany
pooperacyjnej i owrzodzenia podudzia) — 36,7%, kobiety z zakazeniami dr6g moczowych lub
ptciowych — 36,4%, pacjenci z zakazeniami skory — 30%, pacjenci z zakazeniami drog
oddechowych — 29,2%.

Analizowano zmiany wrazliwos$ci najczgéciej wystepujacych u chorych szczepow
bakteryjnych (S. aureus, E. faecalis, E. coli i P. aeruginosa) na stosowane w terapii
bakteriofagi. Najmniejszy (17,0%) odsetek pacjentow, u ktorych wystgpita opornosé bakterii
na faga stosowanego w czasie TF obserwowano w przypadku zakazen S. aureus, a najwigkszy
(85,7%) w przypadku E. coli.

Oceniano rowniez zmiany w zakresie podstawowych parametroéw hematologicznych
(poziom hemoglobiny we krwi, hematokryt, liczba erytrocytow, ptytek krwi, leukocytow
z podzialem na limfocyty, monocyty, granulocyty, eozynofile i bazofile), OB, badania
ogodlnego moczu i podstawowych parametréw biochemicznych w surowicy (poziomu glukozy
na czczo, kreatyniny, biatka catkowitego i bilirubiny catkowitej oraz aktywnosci transferazy
asparaginowej, transferazy alaninowej, gamma-glutamylo transpeptydazy, fosfatazy
zasadowej i amylazy). Nie obserwowano aby stosowanie preparatow fagowych istotnie
modyfikowato funkcje uktadu krwiotwdrczego ani innych narzadow takich jak nerki, watroba
1 trzustka, chociaz u niektorych chorych obserwowano w trakcie terapii fagowej odchylenia
od normy w zakresie pojedynczych parametrow. Najczesciej miaty one charakter przejsciowy
lub byty klinicznie nieistotne i nie wymagaty leczenia.

Szczegotowe wyniki oceny bezpieczenstwa stosowania lizatow fagowych w leczeniu
przewlektych zakazen bakteryjnych wykazaty, ze do najczgstszych dziatan niepozadanych,
ktorych prawdopodobng przyczyng mogto by¢ stosowanie preparatow fagowych nalezaly
reakcje miejscowe (18,4% chorych), ktére wystepowaty w okolicy gdzie byt stosowany
preparat fagowy (miejscowo i/lub doodbytniczo). Obejmowaty one uczucie dyskomfortu przy
stosowaniu  dopochwowym, bol, §wiagd, zaczerwienienie i podraznienie skory,
wysychanie/podraznienie bton §luzowych gérnych dréog oddechowych, pojawienie si¢ babli
pokrzywkowych 1 pecherzykow ropnych, zaostrzenie atopowego zapalenia skory.
W wigkszo$ci przypadkow dolegliwosci byly krotkotrwate (do kilkudziesigciu minut) lub
ustepowaty po kilku dniach stosowania preparatu albo jego zamianie na inny. Wzrost
temperatury ciala (stan podgoragczkowy lub goraczka bez objawow choroby przezigbieniowej)
zanotowano u 6,5% chorych, przy czym goraczka wystepowata u polowy z nich. Z reguty
wzrost temperatury ciata obserwowano po podaniu kilku pierwszych dawek preparatu
fagowego. Temperatura wracata do normy w ciaggu kilku dni: samoistnie, po podaniu lekow
przeciwgoraczkowych lub zmianie preparatu na preparat zawierajacy innego faga.
Nadkazenie wymagajace modyfikacji leczenia (przerwania terapii lub zastosowania
antybiotykow lub lekow przeciwgrzybicznych) wystapilo u 4,6% chorych. Najczesciej
pojawiato si¢ w przypadku miejscowego stosowania preparatow fagowych. Trzech pacjentow
(7,9%) stosujacych preparaty fagowe drogg doustng zgtaszato nudnos$ci po ich zastosowaniu.
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W pracy wymieniono roéwniez inne rzadziej wystepujace objawy niepozadane, ktore
potencjalnie moglyby wigza¢ si¢ ze stosowaniem preparatow fagowych. Ogotem u 6 chorych
(3,9%) wystapily objawow niepozadanych o charakterze lub nasileniu wymagajacym
przerwania terapii.

Otrzymane wyniki wskazuja nie tylko na bezpieczenstwo terapii fagowej
i prawdopodobienstwo jej skutecznosci (przynajmniej w okreslonych rodzajach zakazen lub
jednostkach chorobowych, takich jak bakteryjne zapalenie gruczotu krokowego u mezczyzn,
czy zakazenia w obrebie uktadu kostno-stawowego). Prezentujg takze szereg obserwacji,
ktore moga by¢ cennymi przestankami 1 waznymi informacjami przy planowaniu
standardowych badan klinicznych w  zakresie terapii fagowej w celu formalnego
potwierdzenia jej skutecznosci.

5. Miedzybrodzki R, Klak M, Johczyk-Matysiak E, Bubak B, Woéjcik A, Kaszowska M,
Weber-Dabrowska B, L.obocka M, Gorski A. (2017). Means to facilitate the overcoming of
gastric juice barrier by a therapeutic staphylococcal bacteriophage A5/80. Front Microbiol.
8:467.

Podawanie preparatow bakteriofagowych drogg doustng w czasie TF jest jednym
z najwygodniejszych sposobow ich stosowania. Droga ta moze by¢ wykorzystana, gdy
istnieje potrzeba miejscowego dzialania fagow w leczeniu infekcji bakteryjnych przewodu
pokarmowego, jak i w celu ogdlnoustrojowego dziatania fagow w przypadku infekcji
rozwijajacych si¢ poza ukladem pokarmowym. Mimo tego istnieja tylko nieliczne dane
kliniczne 1 doswiadczalne dotyczace mozliwosci penetracji réznych bakteriofagow
z przewodu pokarmowego do krwi i narzadéw u ssakow. Poniewaz wiele fagow jest
inaktywowanych w kwasnym $rodowisku bariera, ktora tworzy sok zotadkowy (jego pH
u cztowieka wynosi ok. 1,7, podczas gdy pH w dalszych czgsciach przewodu pokarmowego
jest bliskie 6) moze skutecznie zapobiegaé ich transferowi do jelit po podaniu doustnym.
Dlatego w praktyce klinicznej stosuje si¢ r6zne sposoby poprawy tego transferu stosujac np.
weglan dihyroksyglinowo-sodowy do neutralizacji soku zotadkowego (Alugastrin).

Celem w tej pracy bylo zweryfikowanie efektywnosci zastosowania rdznych
sposobow neutralizacji soku zotagdkowego lub ograniczenia jego wytwarzania w pokonywaniu
bariery soku zotadkowego przez bakteriofaga A5/80 i zbadanie mozliwosci ich zastosowania
w celu poprawy jego przenikania przez blone sluzowa do krwi u zwierzat (szczury i myszy).
A5/80 (jego pelny symbol zgodnie z obowigzujaca nomenklatura Migdzynarodowego
Komitetu Taksonomii Wirusow to: vB_SauM_A5/80) jest fagiem gronkowcowym o szerokim
spektrum litycznym, bardzo czesto stosowanym w TF u pacjentow Osrodka Terapii Fagowej
Centrum Medycznego IITD PAN. Sekwencja genetyczna i ultrastruktura faga A5/80 zostaty
dobrze poznane. Nalezy on do rodzaju Kayvirus podrodziny Spounavirinae rodziny
Myoviridae. Jego wirion zbudowany jest z dwudziesto$ciennego kapsydu (zawierajgcego
czasteczke dsDNA o wielkoscil46-bp) o $rednicy 71,5 nm i kurczliwego ogonka o dlugosci
214,5 nm. Dlatego do poréwnania zostat uzyty modelowy fag E. coli T4 nalezacy rowniez do
Myoviridae i cechujacy si¢ podobnymi wymiarami co A5/80 (Srednica kapsydu — 85 nm,
dlugo$¢ ogonka — 215 nm). Przeprowadzone kompleksowe badania biodostepnosci fagow
uwzglednialy rowniez wykonanie wielu badan kontrolnych majacych na celu wykluczenie
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wplywu mikrobiomu zwierzat (wrazliwos¢ bakterii w przewodzie pokarmowym zwierzat na
badane fagi) i innych czynnikéw (wrazliwo$é badanych fagéw na niskie pH, adsorpcja fagow
do tresci jelitowej, wplyw s$rodkéw stosowanych do neutralizacji soku zotagdkowego na
aktywnos$¢ fagoéw, inaktywacja fagéw przez surowice i1 peing krew) na interpretacje
uzyskanych wynikow.

Uzyskane wyniki potwierdzilty, ze modyfikacja srodowiska w zotadku szczura moze
chroni¢ podanego doustnie faga A5/80 przed inaktywacjg przez sok zoladkowy w stopniu
wystarczajgcym do przejscia jego znaczacej frakcji do jelit. Po raz pierwszy wykazano, ze nie
tylko Alugastrin (dla ktorego optymalny czas podania W celu uzyskania jak najsilniejszej
ochrony fagow przez inaktywacja w zotadku wynosit 1-15 min. przed dawka fagéw), moze
istotnie poprawia¢ pasaz zotagdkowo-jelitowy podawanych droga doustng fagéow, ale réwniez
zastosowanie antagonistow receptora histaminowego H, (ranitydyna) lub nhibitorow pompy
protonowej (omeprazol). Wyniki doswiadczen wykonanych na szczurach potwierdzity,
ze ranitydyna w dawce 2-50 mg/kg m.c. i.p. oraz omeprazol w dawce 1-10 mg/kg m.c. i.p.
podane 2 godz. przed fagami znaczaco zwigkszajg ich przetrwanie w kwasnym Srodowisku
zotadka i przechodzenie do jelit. Ranitydyna zastosowana drogg doustng zwigkszata transfer
fagow do jelit, ale tylko w duzej dawce (75 mg/kg m.c.). Ponadto wykazano, ze podanie
jogurtu lub mleka 1-10 min. przed dawka fagow rowniez, chociaz w mniejszym stopniu,
moze wywiera¢ taki efekt. Mimo tego nie obserwowano, aby po podaniu doustnym
ktérykolwiek z badanych fagow moglt penetrowaé do krwi szczurdw.

Eksperymenty przeprowadzone na myszach wykazaty natomiast, ze podany doustnie
fag AS5/80 byt wykrywany we krwi (oraz watrobie) w znaczacych iloSciach po zastosowaniu
Alugastrinu, podczas gdy fag T4 podany w dawce tysiac razy wigkszej byl wykrywany
jedynie w $ladowych iloéciach (nawet po podaniu Alugastrinu). Ten nieoczekiwany wynik
dowodzi, ze dwa fagi o podobnej budowie i wrazliwosci na kwasne srodowisko (oba fagi byty
calkowicie inaktywowane po 60 min. inkubacji w temp. 37°C w buforze o pH 4,0) moga
znaczaco rozni¢ si¢ w zdolnosci do translokacji z przewodu pokarmowego do krwi. Ponadto
wskazuje, ze penetracja fagow z przewodu pokarmowego do krwi moze zaleze¢ od gatunku
zwierzecia.

6. Miedzybrodzki R, Borysowski J, Klak M, Johczyk-Matysiak M, Obminska-Mrukowicz B,
Suszko-Pawlowska A, Bubak B, Weber-Dabrowska B, Gorski A. (2017). In vivo studies
on the influence of bacteriophage preparations on the autoimmune inflammatory process.
Biomed Res Int. 2017:3612015.

Celem tej pracy bylo zbadanie wplywu lizatow fagowych stosowanych
w eksperymentalnej terapii fagowej zawierajacych faga Pseudomonas 119x, faga
enterokokowego 15/P, faga gronkowcowego A3/R, faga gronkowcowego phi200 oraz
mieszanki MS-1 zawierajacej fagi gronkowcowe A5/80, P4 i 676/Z na przebieg zapalenia
stawow indukowanego kolagenem (collagen-induced arthritis — CIA). W badaniu uzyto
réwniez faga E. coli T4 w postaci lizatu oraz preparatu oczyszczonego (zawierajacego przede
wszystkim znacznie mniej endotoksyn niz wyjsciowy lizat). Preparaty fagowe podawano
myszom dootrzewnowo raz dziennie w dawkach, ktore w przeliczeniu na masg¢ ciata ponad
dziesigciokrotnie przekraczaty dawki stosowane w eksperymentalnej terapii fagowej
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w Osrodku Terapii Fagowej Centrum Medycznego IITD PAN. Zapalenie stawow indukowane
bylo u myszy §rodskdornym podaniem kolagenu typu II w pelnym (I dawka) i niepelnym
(IT dawka) adjuwancie Freunda w odstepie 21 dni. Jest to uznany i czg¢sto stosowany
zwierzecy model reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS) bedacego jedna z najczesciej
wystepujacych u ludzi chordéb autoimmunologicznych, ktora prowadzi nie tylko do destrukcji
stawOw 1 tkanek okolostawowych, ale rowniez zajecia innych narzadow i uktadow (np. ptuc,
serca 1 naczyn krwiono$nych, nerek, ukladu nerwowego), czy tez wtérnej amyloidozy.
Obserwacje objawow klinicznych zapalenia stawow prowadzono do 56 dnia od pierwszej
immunizacji kolagenem (zwykle pierwsze objawy zapalenia stawOw pojawiajg si¢ okoto
28 dnia). W przypadku stosowania mieszanki MS-1 badano rowniez jej wptyw na narzady
uktadu odpornosciowego i wybrane populacje komorek (material do badan byt pobierany od
myszy w 63 dniu od pierwszej immunizacji kolagenem).

Analiza wplywu lizatu fagéw gronkowcowych na wage, liczbe komorek i1 populacje
limfocytow (CD8*, CD4*, CD4'CD8", CD4 CD8") grasicy, $ledziony i weztéw chtonnych
otrzewnowych po 21 dniach od zakonczenia ,.terapeutycznego” stosowania preparatu MS-1
nie wykazala zasadniczo istotnych roznic badanych parametréw (masa narzadu, wspotczynnik
masy narzadu do masy ciata, catkowita liczba wyizolowanych komorek) w porownaniu do
grupy kontrolnej poza wzrostem catkowitej S$redniej liczby splenocytow o 29,4%.
Obserwowano takze wzrost populacji limfocytéw CD4" 0 39% w poréwnaniu do kontroli, ale
nawet nieco wyzszy wzrost tej populacji (0 47%) obserwowano w przypadku grupy
otrzymujacej rownowazng mieszanke zawiesiny zabitych (za pomocg sonikacji) gronkowcoOw
uzywanych do produkcji preparatu MS-1. Zmiany te moga by¢ odzwierciedleniem zjawiska
immunizacji badanych zwierzat bakteriofagami 1 tworzenia przeciwcial przeciwko
bakteriofagom.

Wyniki przeprowadzonych badan sugerowaty, ze dootrzewnowe podawanie lizatow
fagowych zarowno bakterii Gram-dodatnich (preparat faga phi200) jak i Gram-ujemnych
(preparat faga 119x) w schemacie profilaktycznym (czyli od pierwszej do drugiej
immunizacji kolagenem) zmniejszato intensywnos$¢ indukcji CIA, jednak jak wykazaty
badania kontrolne ten niespodziewany efekt mogt by¢ raczej wynikiem dzialania nie samych
bakteriofagéw lecz innych sktadnikéw lizatu fagowego. Stosowanie lizatow fagowych
bakterii Gram-dodatnich (preparaty 15/P, A3/R i MS-1), Gram-ujemnych (preparaty T4,
119x) jak i oczyszczonego preparatu faga T4 w schemacie terapeutycznym, czyli codziennie
od 22 do 42 dnia od pierwszej immunizacji kolagenem nie nasilato CIA. Pomimo ze
endotoksyny bedace integralnym sktadnikiem $ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych
nasilajg CIA, ogoélnoustrojowe podanie lizatu fagowego pateczki Pseudomonas aeruginosa,
ktory zawiera produkty jej rozpadu powstale w procesie namnazania fagow, nie nasilato
zapalenia stawOw w przeciwienstwie do rownowaznej zawiesiny zabitych bakterii. Co wigcej,
oczyszczony preparat faga T4 podawany w schemacie terapeutycznym wykazal nawet pewng
aktywnos$¢ przeciwzapalng w tym modelu — w 56 dniu badania nasilenie objawow CIA bylo o
37,5% nizsze w grupie otrzymujacej tego faga w poréwnaniu do grupy kontrolnej (w grupie
myszy otrzymujacej metotreksat byto ono wtedy nizsze 0 25,5%).

Podsumowujac, zaprezentowane w tej pracy wyniki sugeruja, ze fagi nie zaostrzaja
objawow RZS. Przeciwnie, fag T4 moze nawet wywiera¢ dziatanie immunosupresyjne.
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Za najwazniejsze osiggniete rezultaty uwazam:

1.

Wykazanie, ze zblizone strukturalnie bakteriofagi moga znaczaco rézni¢ si¢ w ich
zdolnosci penetracji z przewodu pokarmowego do krwi i narzadéw wewnetrznych.

Potwierdzenie w badaniach na zwierzetach, ze zastosowanie zaro6wno weglanu
dihyroksyglinowo-sodowego neutralizujagcego sok zotadkowy, jak 1 antagonistow
receptora histaminowego H, lub inhibitor6w pompy protonowej moze istotnie poprawiac
pasaz zoladkowo-jelitowy fagdéw podawanych droga doustna.

Wykazanie, ze naturalny jogurt moze rowniez poprawia¢ pasaz zotadkowo-jelitowy
fagow podawanych droga doustna.

Wykazanie, ze fag T4 niezaleznie od swoisto$ci wobec bakterii moze wptywac na proces
zapalny poprzez hamowanie tworzenia reaktywnych form tlenu (bedacych jednymi
z glownych mediatorow tego procesu) przez granulocyty pobudzane zardwno bakteriami
Escherichia coli, jak i izolowang z nich endotoksyna.

Wykazanie, ze w hamujacym dziataniu faga T4 na tworzenie reaktywnych form tlenu
przez granulocyty moga bra¢ udzial nie tylko mechanizmy zwigzane z wigzaniem
lipopolisacharydu przez faga i jego dziataniem litycznym na bakterig, ale rowniez
mechanizmy zwigzane z bezposrednim odziatywaniem fagéw na funkcje granulocytow,
przy czym efekt ten moze zaleze¢ od rodzaju bodzca uzytego do stymulacji produkcji
reaktywnych form tlenu przez te komorki.

Wykazanie, Ze terapeutyczne zastosowanie oczyszczonego preparatu faga T4 zmniejsza
intensywnos$¢ zapalenia stawdéw indukowanego kolagenem u myszy, co sugeruje dzialanie
przeciwzapalne tego faga.

Wykazanie, ze preparaty fagowe zawierajace czynniki o potencjalnym dzialaniu
immunostymulujagcym (wirusy, antygeny bakteryjne) nie nasilaja objawow klinicznych
zapalenia stawow indukowanego kolagenem u myszy.

Potwierdzenie, ze stosowanie preparatow fagowych u chorych z zakazeniami
bakteryjnymi powoduje istotne zmniejszenie nasilenia procesu zapalnego mimo,
ze preparaty te moga zawiera¢ czynniki o potencjalnym dziataniu immunostymulujacym
(wirusy, antygeny bakteryjne) oraz powodowa¢ uwolnienie takich antygendéw z komorek
bakteryjnych w miejscu infekcji.

Wykazanie, ze terapia fagowa prowadzona przy uzyciu lizatéw fagowych nie powoduje
ogolnej stymulacji uktadu odpornosciowego u chorych, moze natomiast zwigkszac
zdolnos¢ granulocytow do fagocytozy, co sprzyja pomyslnemu przebiegowi tej terapii.

10. Potwierdzenie ogdlnego bezpieczenstwa terapii fagowe;.
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Potencjalne wykorzystanie wynikéw prac / omowienie ewentualnego wykorzystania

Dane potwierdzajace ogolne bezpieczenstwo TF moga by¢ wykorzystane przy
planowaniu przysztych badan klinicznych, ktérych celem bedzie potwierdzenie skutecznosci
terapii fagowej w leczeniu zakazen bakteryjnych i1 okreslaniu konieczno$ci przeprowadzania
przedklinicznych badan toksyczosci badanych preparatow fagowych na zwierzgtach.

Badanie zmian zdolnosci fagocytarnych granulocytéw izolowanych od chorych
w czasie terapii fagowej przewleklych zakazen bakteryjnych mogtoby by¢ wykorzystane jako
parametr rokowniczy tej terapii.

Wyniki badan potwierdzajgcych poprawe biodostepnosci doustnie podawanych fagéw
po zastosowaniu antagonistow receptora histaminowego H,, inhibitoréw pompy protonowej
i jogurtu wskazujg na mozliwo$¢ poszerzenia repertuaru srodkow, ktore moga by¢ uzyte
w celu ochrony fagéw przed inaktywacjg w zotgdku. Wyniki te mogg by¢ wykorzystane nie
tylko w eksperymentalnej TF, ale w przysztosci rowniez w standardowej TF z doustnym
stosowaniem fagdw w celu wyboru najwtasciwszego dla danego pacjenta (np. ze wzgledu na
wiek, przeciwskazania, stosowane juz leki, potrzeb¢ poprawy smaku preparatu fagowego)
srodka do ochrony fagoéw przed inaktywacja w zotagdku. Odpowiednio wyselekcjonowane fagi
o potencjalnym dziataniu immunomodulujagcym zdolne do eliminacji patogennych bakterii
i jogurt o wlasciwosciach probiotycznych zastosowane jednocze$nie mogloby wspomagaé
wzajemnie swoje dziatanie immunomodulujace i regulujace sktad flory bakteryjnej
w przewodzie pokarmowym.

Potencjalne wykorzystanie przeciwzapalnego dziatania niektérych fagow opisane
zostatlo w opublikowanej w latach 2017-2018 serii prac pogladowych, ktorych jestem
wspotautorem (zat. 4, pkt. II A, poz. 2.13-2.15, 2.17 i 2.18). Przedstawiono w nich
mozliwo$ci terapeutycznego zastosowania fagéow w leczeniu nieswoistych zapalen jelit
(zat. 4, pkt. IT A, poz. 2.14), autoimmunologicznego zapalenia watroby (zat. 4, pkt. Il A, poz.
2.15), chorob alergicznych (zat. 4, pkt. IT A, poz. 2.17), czy tez choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi (zat. 4, pkt. II A, poz. 2.18). Innym nowym Kierunkiem terapeutycznym,
wynikajacym bezposrednio z zaprezentowanych przeze mnie badan, jest zastosowanie
fagoterapii jako leczenia wspomagajacego w reumatoidalnym zapaleniu stawow.

Zdolno$¢ fagow do obnizania produkcji wolnych rodnikéw tlenowych, przez
granulocyty stymulowane lipopolisacharydem moglaby by¢ wykorzystana do opracowania
nowego leku biologicznego chronigcego tkanki przed uszkodzeniem spowodowanym przez
RFT uwalniane w nadmiarze w przebiegu sepsy (zat. 4, pkt. II A, poz. 2.13) i ostrego zespotu
niewydolnosci oddechowej wywotanych przez bakterie Gram-ujemne. Mozna tu rozwazaé
bezposrednie zastosowanie wyselekcjonowanych fagow lub izolowanych z nich biatek
fagowych. Stuszno$¢ powyzszych zatozen zostata juz czg¢$ciowo potwierdzona przez
Miernikiewicz i wspolpr. we wspomnianej wczesniej publikacji dotyczacej wilasciwosci
biatka gp12 faga T4 (Front Microbiol 2016;7:1112).

Jak wynika z powyzszego rezultaty badan przedstawione w wybranych przeze mnie
pracach wchodzacych w sktad mojego osiggnigcia naukowego moga miec istotne znaczenie
praktyczne dla rozwoju klinicznej terapii fagoweyj.
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5. Pozostale osiggniecia naukowo-badawcze

Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace naukowg rozpoczatlem w 1996 roku w Laboratorium Immunofarmakologii 1ITD
PAN pod kierunkiem doc. dr hab. Stanistawa Szymanca. Bylem bezposrednio zaangazowany
w wiele kierunkow badan prowadzonych w tym laboratorium, dzigki czemu mogtem rozwijaé
swoj warsztat badawczy w zakresie réznych metod badan in vitro (w szczegdlnosci izolacji
réznych komorek eukariotycznych, badania ich aktywnosci i oceny ekspresji antygenow
powierzchniowych, prowadzenia hodowli pierwotnych i linii komoérkowych) i in vivo (testy
farmakologiczne na myszach i szczurach) oraz analizy statystycznej danych biomedycznych.
W roku 1997 odbytem krotki staz naukowy w Zakladzie Immunologii Instytutu Gruzlicy
1 Chorob Pluc w Warszawie pod opiekg prof. dr hab. n. med. Ewy Skopinskiej-Rézewskie;,
gdzie poznawatem metody badania angiogenezy in vivo.

Bratem m.in. udziat w badaniach nad patogeneza endometriozy i nieplodnosci
niejasnego pochodzenia realizowanych we wspotpracy z Il Klinika Ginekologii i Potoznictwa
Akademii Medycznej we Wroctawiu. Ich wyniki (opublikowane jako prace oryginalne
wymienione w zat. 4, pkt. Il D na poz. 1.1 i 1.4 oraz jako praca w suplemencie czasopisma
oraz wymieniona w zat. 4, pkt. Il D na poz. 3.1) wykazaty m.in., ze u kobiet z nieptodnoscia
niejasnego pochodzenia nie wystepuja immunologiczne cechy stanu zapalnego w miednicy
matej tak jak to obserwowano W przypadku kobiet z endometrioza, u ktorych stwierdzano
znaczaco podwyzszone poziomy interleukiny 6 (IL-6) i czynnika martwicy nowotworu o
(TNF-a) w plynie otrzewnowym. Sugerowaly one jednak, ze ptyn otrzewnowy moze
hamowa¢ aktywnos$¢ komoérek NK (natural killers) i charakteryzowaé si¢ podwyzszonym
poziomem naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF) nie tylko u kobiet
z endometrioza, ale i nieptodnoscig niejasnego pochodzenia.

Bylem zaangazowany w badania aktywno$ci biologicznej laktoferyny, ktore
wykazaly, Ze moze ona hamowac¢ ostry proces zapalny na modelu obrzeku lapy szczura
indukowanym karagening oraz hamowac¢ ekspresje¢ antygenu 1 zwigzanego z funkcja
limfocytow (LFA-1 — integryny obecnej na limfocytach i innych leukocytach bioracej udziat
w mechanizmie ich przechodzenia z krwi do tkanki lgcznej) na ludzkich komorkach
jednojadrzastych izolowanych z krwi obwodowej stymulowanych endotoksyng (wyniki
opublikowano jako prace oryginalne wykazane w zat. 4, pkt. Il D na poz. 1.21 1.3).

W tym okresie bratem rowniez udzial w realizacji pigeciu réznych projektow
badawczych finansowanym ze §rodkéw Komitetu Badan Naukowych (zal. 4, pkt. 1l |, poz.
1-5). Jednym z ich najwazniejszymi osiagni¢¢ bylo m.in. zsyntetyzowanie nowych analogow
nocyceptyny — neuropeptydu dzialajagcego przez wlasny receptor w wielu przypadkach
przeciwnie do opioidow 1 powodujacego np. nadwrazliwos$¢ na bol po podaniu domdzgowym.
Niektore z nich wykazywaly znaczace dziatanie antagonistyczne (ostabialy odczuwanie bolu
przez myszy indukowanego przez bodziec termiczny), przez co moga by¢ interesujgcymi
wyjsciowymi peptydami do prac nad nowymi lekami przeciwbolowymi (wyniki
opublikowane w pracy oryginalnej wykazanej w zal. 4, pkt. Il A na poz. 1.4). Badania nad
wykorzystaniem inhibitor6w  endopeptydazy cysteinowej znakowanych izotopem
promieniotworczym do oceny rozleglosci nacieku nowotworowego rakow jezyka i krtani
(wyniki opublikowano w pracy oryginalnej] wykazanej w zat 4, pkt. Il A na poz. 1.5)
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zaowocowaly uzyskaniem ochrony patentowej dla zastosowania tych inhibitorow
(pozyskiwanych np. biatka jaja kurzego) do oznaczania in vitro komorek wolnych Iub
wchodzacych w sktad tkanek nowotworowych w badaniach cytologicznych lub
histopatologicznych.

W 1997 roku rozpoczatem staz specjalizacyjny (zakonczony w roku 2004) w zakresie
chorob wewnetrznych na Oddziale Chorob Wewnetrznych 1 Reumatologii Okregowego
Szpitala Kolejowego we Wroctawiu, kierowanym przez prof. dr hab. n. med. Jacka
Szechinskiego, ktory jednoczesnie kierowal Zaktadem Reumatologii (przeksztalconym
p6ézniej w Klinik¢ Reumatologii) Akademii Medycznej we Wroctawiu majgcym siedzibe na
terenie tego Szpitala. Wspolpraca z Zaktadem Reumatologii zaowocowata realizacja projektu
badawczego (zat. 4, pkt. I I, poz. 5), ktérego celem bylo okreslenie wptywu metotreksatu
(MTX) in vitro na apoptoz¢ aktywowanych fitohemalglutyning limfocytow z krwi
obwodowej pacjentdow z reumatoidalnym zapaleniem stawow przed rozpoczeciem terapii
1 porownanie z kliniczng odpowiedzia na MTX. Oryginalne wyniki tych badan, w ktorych
wykazano m.in., ze dobra odpowiedz pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow (RZS)
na leczeniec MTX nie koreluje z odpowiedzig ich limfocytow na MTX in vitro, zostaty
opublikowane w 2004 roku (list do redakcji: zat. 4, pkt. IT A, poz. 4.1).

Jednym z wiodacych tematéw badan statutowych realizowanych w Laboratorium
Immunofarmakologii we wspotpracy z Laboratorium Immunochemii IITD PAN kierowanym
przez prof. dr hab. Czestawa Lugowskiego bylo badanie aktywno$ci biologicznej réznych
endotoksyn i roli swoistych przeciwcial antylipopolisacharydowych w doswiadczalnym
zapaleniu gatki ocznej. Te badania oraz do$wiadczenie z pracy ze zwierzgtami i znakowaniem
komorek izotopami promieniotworczymi zainspirowaly mnie do napisania (jako kierownik)
grantu ,,dla mtodego pracownika nauki”, ktérego celem bylo badanie wplywu przeciwciat
anty-LPS na retencje komodrek w plucach indukowana przez endotoksyne (zatrzymanie
komorek zapalnych w plucach odgrywa wazng role w patomechanizmie zespotu ostrej
niewydolno$ci oddechowej — ARDS). Wyniki, ktore uzyskatem w trakcie jego realizacji
potwierdzity m.in., ze preinkubacja lipopolisacharydu izolowanego z E. coli Ol z surowica
uzyskang dla koniugatu oligosacharydu rdzeniowego E. coli typu R4 z toksoidem t¢zcowym
(OS R4-TT) znaczaco hamuje retencje komorek YAC-1 (komorki mysiego chtoniaka typu T)
w phlucach myszy stymulowana przez ten lipopolisacharyd. Zostaly one opublikowane
w pracy, w ktorej wykazano réwniez wysoka aktywno$¢ anty-endotoksynowa tych
przeciwciat in vitro (zat. 4, pkt. I A, poz. 1.5).

Prace doktorska pt. ,, Badanie aktywnosci i mechanizmu dziatania przeciwzapalnego
nowych pochodnych izotiazolu” wykonang pod kierunkiem doc. dr hab. Stanistawa Szymanca
obronitem w 2003 r. z wyr6znieniem nadanym przez Rad¢ Naukowg I|ITD PAN.
Jej przedmiotem bylo zbadanie aktywnosci biologicznej 44 nowych zwiazkow,
o potencjalnym dziataniu przeciwzapalnym, zsyntetyzowanych w Katedrze Chemii
Organicznej Akademii Medycznej we Wroctawiu przez zespot pod kierownictwem prof. dr
hab. Zdzistawa Machonia. Zwiazki te nalezatly do grupy pochodnych kwasu 3-metylo-4-
izotiazolokarboksylowego i kwasu 5-amino-3-metylo-4-izotiazolokarboksylowego (pochodne
N2-fenylo-N*-(4-karboksy-3-metylo-5-izotiazolo)-benzamidyny I pochodne kwasu
5-benzoiloamino-3-metylo-4-izotiazolo-karboksylowego) w tym pochodnych nowego
otrzymanego uktadu (4H)-izotiazolo[5,4-d]-1,3-0oksazyny. Aktywno$¢ przeciwzapalng
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zwigzkow badatem in vivo na gryzoniach w tescie hamowania obrzeku indukowanego
karagening, w tescie hamowania tworzenia ziarniny oraz w modelu zapalenia indukowanego
karagening w ,,poduszce powietrznej”. W teScie goracej ptytki badalem ich dzialanie
przeciwbolowe. W doswiadczeniach in vitro badalem dziatanie cytotoksyczne zwigzkdéw oraz
ich wpltyw na aktywno$¢ izoenzymoéw cyklooksygenazy (COX-1 i COX-2), stabilizacje blony
erytrocytow oraz na tworzenie cytokin zapalnych (TNF-o i IL-6), tlenku azotu oraz
chemiluninescencj¢ komoérek krwi obwodowej pobudzanych PMA. Do najwazniejszych
wynikow uzyskanych przeze mnie podczas realizacji pracy doktorskiej bylo:
wyselekcjonowanie czterech najsilniej dziatajacych przeciwzapalnie in vivo zwiazkéw (N*-(4-
trifuorofenylo)-N*-(4-karboksy-3-metylo-5-izotiazolio)-benzamidyny, — N%-(4-etoksyfenylo)-
N®-(4-karboksy-3-metylo-5-izotiazolio)-benzamidyny, (4-chlorofenylo)-amidu kwasu 5-(4-
chlorobenzoilo)amino-3-metylo-4-izotiazolokarboksylowego i (4-trifuorometylo-fenylo)-
amidu kwasu 5-(4-chloro-benzoilo)amino-3-metylo-4-izotiazolokarboksylowego), ktore
zostaty zarekomendowane do dalszych badan przedklinicznych; wskazanie kierunku
modyfikacji badanych struktur w celu otrzymania zwigzkow o jeszcze wiekszej aktywnosci
przeciwzapalnej; wykazanie, ze niektore z aktywnych przeciwzapalnie zwigzkoéw moga
dziata¢ przeciwbolowo. Zaobserwowane rozbieznosci w aktywno$ci in vitro i in vivo
niektorych ze zwiazkéw cechujacych sie najwicksza aktywnoscia (N%-(4-trifuoro-fenylo)-N*-
(4-karboksy-3-metylo-5-izotiazolio)-benzamidyny i N2-(4-etoksy-fenylo)-N*-(4-karboksy-3-
metylo-5-izotiazolio)-benzamidyny) pozwolity na postawienie hipotezy o tym, ze ulegaja one
in vivo metabolicznemu przeksztatceniu do aktywnych pochodnych odpowiedzialnych za ich
dziatanie przeciwzapalne. Cze$¢ wynikow uzyskanych w trakcie realizacji mojej pracy
doktorskiej zostala opublikowana w pracy oryginalnej wykazanej w zat. 4, pkt. II A na poz.
1.8). Poniewaz inne badania (rowniez Z moim udziatem) wykazaly niskg toksyczno$¢ ostra
i korzystnie stabe dziatanie ulcerogenne NZ-(4-etoksy-fenylo)-N*-(4-karboksy-3-metylo-5-
izotiazolio)-benzamidyny zwigzek ten oraz inne fenylobenzamidynowe pochodne 3-metylo-5-
amino-4-karboksyizotiazolu i sposob ich wytwarzania zostal opatentowany (zat. 4, pkt. I B,
poz. 1).

Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

0Od 2003 roku prowadzitem dziatalno$¢ naukowa w Zaktadzie Immunologii Lekarskiej
a od roku 2007 prowadze ja bezposrednio w Samodzielnym Laboratorium Bakteriofagowym
IITD PAN (kierowanymi przez prof. dr hab. n. med. Andrzeja Gorskiego), ktérego wiodagcym
tematem naukowym sg badania nad biologig bakteriofagéow i ich wykorzystaniem w leczeniu
zakazen bakteryjnych. Od roku 2013 dziatalno$¢ naukowa prowadze rowniez w Zaktadzie
Immunologii  Klinicznej  Instytutu  Transplantologii  Warszawskiego  Uniwersytetu
Medycznego, w ktorym jestem zatrudniony w niepelnym wymiarze etatu. W roku 2012
odbylem krotki staz naukowy w Laboratory for Molecular and Cellular Technology i Burn
Wound Centre w Queen Astrid Military Hospital w Brukseli gdzie zapoznawalem si¢
z prowadzonymi tam badaniami nad biologig bakteriofagéw, przygotowaniem preparatow
fagowych i ich zastosowaniem klinicznym u chorych z zakazonymi ranami oparzeniowymi.
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Najwazniejsze uzyskane przeze mnie wyniki zostaly zawarte w cyklu publikacji
naukowych, wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego, wyszczegoélnionych w punkcie 4.b
1 szczegblowo opisane w punkcie 4.c niniejszego autoreferatu. Zostaty one uzyskane m.in.
w wyniku realizacji projektow naukowych wykazanych w zat. 4, pkt. 11 I na poz. 7-9. Bardzo
duza rolg w prowadzonych przeze mnie badaniach odegrata praca w Os$rodku Terapii
Fagowej Centrum Medycznego HITD PAN i zaangazowanie w realizacje projektu
»Eksperymentalna terapia fagowa infekcji bakteryjnych opornych na antybiotykoterapig,
w tym zakazen MRSA”, ktorego celem jest umozliwienie chorym z przewleklymi
zakazeniami bakteryjnymi skorzystania z tej formy terapii na zasadzie eksperymentu
leczniczego. W pracy tej bardzo uzyteczne okazalo si¢ doswiadczenie, ktore zdobywatem
jako cztonek zespotlu badawczego w réznych badaniach klinicznych wymienionych w zal. 4,
pkt. 11l Q na poz. 3.1-3.6. Ponizej przedstawilem najwazniejsze zagadnienia badawcze,
ktoérymi si¢ zajmowatem lub zajmuj¢ wykraczajace poza ten cykl.

Badania nad pojawianiem sie przeciwcial antyfagowych u chorych w trakcie terapii fagowej

Zaangazowanie w ten temat badawczy wynikato m.in. bezposrednio ze wspomnianej
wyzej dzialalnosci w OTF. Jak ogoélnie wiadomo wirusy patogenne moga silnie indukowac
odpowiedz humoralng u ssakow. Ich uktad immunologiczny moze podobnie wytwarzac
przeciwciata przeciwko wirusom bakteryjnym, ktore sa zbudowane z biatek ro6znigcych si¢
antygenowo od biatek zwierzgcych. Pojawianie si¢ przeciwciat antyfagowych jest jednym
z waznych dla TF probleméw poniewaz moze wplywac na efekt leczenia. Ich obecnos¢
mozna wykrywac w tescie ELISA lub posrednio badajac neutralizujace dziatanie surowicy na
swoistego faga i okreslajac tzw. wspotczynnik K (wspotczynnik inaktywacji faga). Celem
prowadzonych badan jest dostarczenie bardziej szczegdtowych niz dotychczas dostepne
danych w tym zakresie. Wykazaty one m.in., ze przed rozpoczeciem TF stwierdza si¢ raczej
stabg aktywnos$¢ antyfagowa badanych surowic pobieranych od chorych (u oséb zdrowych
inaktywacja fagéw gronkowcowych jest rowniez na niskim poziomie). Natomiast w trakcie
TF obserwuje si¢ istotny wzrost aktywnosci neutralizujacej surowicy we wszystkich grupach
chorych, tj. stosujacych fagi doustnie, miejscowo, doustnie i miejscowo oraz doodbytniczo.
Najstabiej powstawanie przeciwcial antyfagowych indukuje stosowanie fagéw droga doustna.
Po zakonczeniu TF aktywnos¢ antyfagowa surowic utrzymuje si¢ na podobnym poziomie jak
w trakcie terapii badz ulega obnizeniu. Stosowanie mieszanek roznych bakteriofagow
znacznie cze$ciej indukuje silng aktywno$¢ antyfagowg surowicy u pacjentdéw niz stosowanie
preparatow zawierajaCych pojedyncze fagi. Bardzo interesujgcym jest stwierdzenie, ze
wysoka aktywno$¢ antyfagowa surowic nie zawsze koreluje ze zta odpowiedzig na leczenie
fagami. Te unikalne wyniki (opublikowane w serii oryginalnych prac wykazanych w zat. 4,
pkt. IT A na poz. 116, 1.20, 1.22 oraz w rozdziale wykazanym w zal. 4, II D na poz. 4.4) maja
bardzo wazne praktyczne znaczenie kliniczne. Sa m.in. istotnymi wskazowkami do
podejmowania decyzji terapeutycznych u chorych leczonych w OTF, u ktérych metoda oceny
aktywnos$ci neutralizujgcej swoistego faga przez surowice jest obecnie standardowo
wykorzystywana do monitorowania wystepowania przeciwciat antyfagowych o dzialaniu
neutralizujgcym.
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Badania nad dziataniem przeciwwirusowym bakteriofagdw

W 2005 roku opublikowatem prace pogladowa (zat. 4, pkt. IT A, poz. 2.1), w ktorej
opisatem rézne mozliwe interakcje migdzy fagami a wirusami patogennymi dla czlowieka
oraz przedstawilem wyniki badan in vitro i dane kliniczne uzyskane przez r6znych autorow
sugerujace mozliwos¢ potencjalnego wykorzystania bakteriofagbw w terapii zakazen
wywotanych przez wirusy patogenne. W ramach projektu badawczego wykazanego w zat. 4,
pkt. Il I na poz. 7 prowadzitem w latach 2003-2006 wraz z dr Wojciechem Fortung niezalezne
badania nad wplywem bakteriofagbw na zdolno$¢ wiruséw do zakazania komorek
nabtonkowych cztowieka. Wykazaly one, m.in. ze preinkubacja komorek A549 (linia
ludzkich komoérek nabtonka ptucnego) z fagiem T4 znaczaco ostabiata dziatanie cytopatyczne
adenowirusa typu 5 (czesto powodujacego u ludzi np. ostre zakazenia goérnych drog
oddechowych) na te komorki oceniane po 24 godzinach od ich zakazenia (komunikat
wykazany w zal. 4, pkt. Il B na poz. 1.29). Potwierdzalo to wcze$niejsze obserwacje
Kleinschmidta i wspotpr. (Nature, 1970;228:27-30) sugerujace, ze ten bakteriofag moze
hamowaé proces namnazania wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV)
w pierwotnych komoérkach nabtonkowych izolowanych z kanalikow kretych 1 rzedu nerki
krolika (primary rabbit kidney cells).

Temat ten kontynuowatem w latach 2014-2018 biorac udziat w projekcie badawczym
wykazanym w zal. 4, pkt. Il | na poz. 11 (projekt realizowany w konsorcjum utworzonym
przez Warszawski Uniwersytet Medyczny i IITD PAN). W ramach tego projektu po raz
pierwszy przeprowadzono badania, w ktorych oceniano wplyw preparatow fagowych (faga
T4 infekujacego E. coli i faga gronkowcowego AS5/80) na syntezg DNA, ekspresj¢ genow
wczesnych i poznych oraz synteze i lokalizacje biatek adenowirusa typu 5. Ich wyniki
wykazaty hamujacy wptyw tych dwoch réznych preparatow fagowych na przebieg zakazenia
adenowirusowego, wyrazajacy si¢ obnizeniem poziomu replikacji DNA adenowirusa,
zmniejszeniem poziomu ekspresji wybranych genow adenowirusowych oraz zaburzaniem
transportu biatek wirusowych w komorkach. Stwierdzono réwniez hamujacy wptyw preparatu
bakteriofaga T4 na poziom syntezy biatka strukturalnego adenowirusa. Zostaly one
zaprezentowane na kilku konferencjach naukowych (m.in. wykazanych w zat. 4, pkt. 111 B.
poz. 1.30, 1.31 i 2.9). Ponadto wykazano w badaniach z uzyciem metody ilosciowej
RT-gPCR, Ze preparaty fagowe moga istotnie wptywaé na ekspresj¢ niektérych genow
waznych w indukcji 1 regulacji odpornosci przeciwdrobnoustrojowej w linii komorek
eukariotycznych, w szczegdlnosci na indukcje interleukiny 2 (IL-2), co moze by¢ istotne
w aktywacji i ekspansji komoérek NK o znanym dziataniu przeciwwirusowym (dane
nieopublikowane).  Uzyskane wyniki  jednoznacznie  wskazaly, 2Ze mechanizm
przeciwwirusowe] aktywnos$ci bakteriofagow jest zlozony: sklada si¢ na niego nie tylko
stymulacja produkcji cytokin oraz innych biatek immunomodulujacych, hamowanie syntezy
DNA 1 biatek adenowirusa, ale rowniez hamowanie transportu wewnatrzkomorkowego biatek
adenowirusowych. Stanowily one inspiracjc do napisania m.in. pracy pogladowej
0 perspektywach zastosowania bakteriofagow w leczeniu zakazenia wirusem Epsteina-Barr
(zal. 4, pkt IT A, poz. 2.16).
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Badania wilasciwo$ci biologicznych komoérek gleju  wechowego 1 mozliwosci ich
zastosowania w leczeniu urazéw rdzenia kregowego

Komorki ostaniajgce pochodzenia glejowego (ang. olfactory ensheathing cells)
znajdujace si¢ w blaszce wilasciwej blony wechowej nosa, wokdt wypustek nerwow
wechowych oraz w zewnetrznych warstwach opuszki wechowej, zwane w skrocie komorkami
gleju wechowego (KGW) wspomagaja u ssakdw odnawianie si¢ neuronéw wechowych oraz
ich regeneracje w przypadku uszkodzenia (zat. 4, pkt. II D, poz. 2.11). Jest to zjawisko
wyjatkowe, poniewaz zachodzi w tkance nerwowej pochodzenia centralnego, w ktérej po
zakonczeniu okresu dojrzewania zanikaja mechanizmy umozliwiajgce regeneracje
uszkodzonych neurondw — w przeciwienstwie do nerwéw obwodowych, ktére moga
regenerowac i powodowac powrdt funkcji np. w przeszczepionych konczynach. Te unikalne
wlasciwosci KGW zostaty odkryte w roku 1985 przez Geofrey’a Raismana. Pozniejsze jego
badania na zwierz¢tach oraz wyniki prezentowane przez innych badaczy potwierdzity
mozliwo$¢ uzyskania efektywnej regeneracji uszkodzonych aksondw w rdzeniu kregowym
dzieki przeszczepieniu KGW w miejsce urazu (zat. 4, pkt. I D, poz. 2.6).

W 2003 roku rozpoczatem badania jako cztonek wspdlnego Kilkuosobowego zespotu
badawczego utworzonego przez Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu i Klinikg Neurochirurgii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, ktorego celem
bylo poznanie wlasciwoséci biologicznych ludzkich KGW i opracowanie warsztatu
umozliwiajgcego ich przygotowanie do transplantacji (badania prowadzone m.in. w ramach
projektu wykazanego w zal. 4, pkt. II I na poz. 6). Informacje dotyczace biologii ludzkich
KGW byly wtedy bardzo skape. Nasze obserwacje wskazywaly na istotne roznice migdzy
komorkami ludzkimi a zwierzgcymi. Izolowane przez nas ludzkie KGW miaty inng
morfologi¢ | znacznie mniejszy potencjat proliferacyjny niz komorki szczurze, co
w konsekwencji wymagato zmodyfikowania metod ich izolacji i hodowli. Poszukiwania
efektywnego zrodta do izolacji ludzkich KGW do badan in vitro (ich zrodtem do pierwszych
badan byly opuszki wechowe pochodzace od chorych, u ktorych doszto do catkowitego
uszkodzenia nerwu wechowego na skutek urazu lub przez naciekajacy guz przedniego dotu
czaszki) zaowocowaly potwierdzeniem, ze KGW mozna wyhodowaé z opuszek wegchowych
i blony wechowej pobieranych od zmartych dawcow narzadow, przy czym efektywnosé ich
izolacji koreluje z czasem cieptego niedokrwienia (zal. 4, pkt. II A, poz. 1.9). Opracowalismy
i opatentowali$my (zat. 4, pkt. II B, poz. 2) sposob pozyskiwania KGW z opuszek
wechowych 1 blony wechowej od zmartych dawcéw narzaddéw, co umozliwia przeszczepienie
tych komorek (allotransplantacja) w dowolnie wybranym przez lekarza momencie po urazie
rdzenia, nie narazajac pacjenta na powiktania mogace wynikng¢ gdy pobierane sg jego wlasne
tkanki do izolacji tych komorek, albo w przypadku gdy pobranie tkanek do hodowli KGW nie
jest mozliwe. Patent ten obejmowal réwniez wilasng metode, polegajaca na zapobieganiu
adhezji KGW do podloza, ktora umozliwia uzyskanie czeSciowo oczyszczonych hodowli
KGW, tzn. pozbawionych innych rodzajow komoérek np. komodrek nablonka, srodblonka
i fibroblastow, w proporcji (w odniesieniu do innych komoérek) uwazanej za korzystnie
warunkujgca ich dziatanie neurotroficzne po przeszczepieniu do uszkodzonego rdzenia
kregowego. PrzetestowaliSmy mozliwo$¢ ich dlugotrwalego przechowywania w celu
utworzenia banku KGW do allogenicznej transplantacji.
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Po przeprowadzeniu serii do$wiadczen na szczurach, w ktérych testowaliSmy
skompletowany przez nas system do dordzeniowej mikroiniekcji KGW oraz rézne aspekty
zwigzane z bezpieczenstwem przeszczepiania syngenicznych KGW, w tym oceny miejscowej
reakcji zapalnej po ich wszczepieniu do rdzenia krggowego (zal. 4, pkt. III A, poz. 14) zespot
przeprowadzit 26 czerwca 2008 roku w Uniwersyteckim Szpitalu Kliniczny we Wroctawiu
pierwsza w Polsce operacj¢ dordzeniowej transplantacji autogenicznych KGW u chorego
z zespotem calkowitego uszkodzenia rdzenia kregowego w odcinku piersiowym (Th10/Th1l).
Do konca 2010 roku podobne zabiegi przeprowadziliSmy jeszcze u dwodch pacjentow.
Potwierdzily one bezpieczenstwo opracowanych metod pozyskiwania, izolacji, hodowli
i podania KGW izolowanych z blony wechowej pacjenta (odstep miedzy zabiegiem pobrania
btony wechowej a przeszczepieniem komoérek wynosit do 2 do 3 tygodni). Ich wyniki zostaty
opublikowane w pracy wykazanej w zal. 4, pkt. Il A na poz. 1.14.

28 kwietnia 2012 roku zespot wykonatl kolejny zabieg transplantacji KGW, ktérego
wyniki opublikowane zostaly w pracy wykazanej w zal. 4, pkt. II A na poz. 1.17.
Do bezposredniej wspolpracy przy jego przeprowadzeniu zostal zaproszony sam profesor
Geofrey Raisman wraz z grupa swoich wspotpracownikow z University College of London.
W tym przypadku KGW wyizolowano nie z blony a z opuszki wechowej pacjenta (uzyskanej
przez wykonanie specjalnej kraniotomii) z catkowitym przerwaniem rdzenia kregowego.
Byt to pierwszy tego typu zabieg na $wiecie. Po 12 dniach hodowli przygotowano zawiesing
KGW do transplantacji w okolice uszkodzenia rdzenia (dodatkowo uzupeiniong wszczepami
z nerwu skornego pacjenta). Po 21 miesigcach intensywnej rehabilitacji pacjent uzyskat
powrdt czucia i zaleznej od woli ruchomosci w wybranych migéniach konczyn dolnych.
Wryniki specjalistycznych badan neurologicznych i neurofizjologicznych wskazywaty na
mozliwo$¢ uzyskania regeneracji aksonow drog eferentnych i aferentnych przez obszar
uszkodzenia rdzenia kregowego, ktéry =zostal poddany operacji rekonstrukcyjne;.
Obserwowana klinicznie poprawa umozliwila zmiang¢ stopnia uszkodzenia rdzenia krggowego
u pacjenta z , A” (catkowite) na ,,C” (czuciowo I ruchowo niecatkowite) wedtug
pigciostopniowe] skali ASIA. Za to osiggnigcie zespot zostat uhonorowany przez Prezesa
Rady Ministrow trzecig nagroda za osiggnig¢cia naukowo-techniczne (zat. 4, pkt. I1 J, poz. 2).

Dziatalnosé dydaktyczna

Bylem opiekunem prac magisterskich trzech studentek Politechniki Wroctawskiej
i jednej studentki Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (zat. 4, pkt. IIl J, poz. 1).
W Instytucie Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu opiekowalem sig
piecioma studentami odbywajacymi praktyki zawodowe, studentkg z USA — stypendystka
Programu Fulbright Student Award (jako ,faculty Mentor”) oraz doktorantkg Dunskiego
Uniwersytetu Technicznego w czasie jej pobytu naukowego (zat. 4, pkt. IIl J, poz. 2).

Od roku 2013 jestem pracownikiem naukowo-dydaktycznym w Zaktadzie
Immunologii  Klinicznej  Instytutu  Transplantologii  Warszawskiego  Uniwersytetu
Medycznego, gdzie prowadzg¢ rézne zajecia dla studentow I i II Wydziatu Lekarskiego,
Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej oraz studentow English
Division. Opracowalem szereg materialow dydaktycznych do seminariow 1 ¢wiczen
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z immunologii klinicznej oraz zaje¢ fakultatywnych pt. ,,Bakteriofagi w medycynie” (zal. 4,

pkt. 11l 1, poz. 1.8, 1.10). Wyglositem tacznie 6 wykltadow z zakresu immunologii i
transplantologii na kursach specjalizacyjnych dla lekarzy, mikrobiologow oraz diagnostéw
laboratoryjnych (zal. 4, pkt. 111 1, poz. 3).

Wyglositem ponad 20 wyktadow (glownie dla lekarzy) na konferencjach naukowo-
szkoleniowych, posiedzeniach towarzystw naukowych i seminariach w réznych osrodkach
naukowych. Wigkszos¢ z nich dotyczyla tematyki zwigzanej z podstawami, regulacjami
prawnymi, zasadami prowadzenia i wynikami terapii fagowej (zat. 4, pkt. I I, poz. 4-7).

W maju 2013 roku prowadzitem (wspélnie z prof. dr hab. Andrzejem Gorskim)
szkolenie podyplomowe w zakresie terapii fagowej dla lekarzy w National Institute for
Infectious Diseases ,, Prof. Dr. Matei Bals” w Bukareszcie na zaproszenie jego kierownika
prof. Adriana Strejnu-Cercel (zat. 4, pkt. Il |, poz. 2.1).

Recenzowalem 2 publikacje w czasopismach krajowych i 6 publikacji w czasopismach
miedzynarodowych (zat. 4, pkt. Ill P, poz. 1-2).

Bytem redaktorem (wspodlnie z dr. Janem Borysowskim i prof. dr hab. Andrzejem
Gorskim) pierwszej monografii poswieconej terapii fagowej (zat. 4, pkt. II E, poz. 1.1)
wydanej przez czotowa $wiatowg oficyne Springer Nature, za co zostatem uhonorowany
w 2015 r. zespolowa nagroda dydaktyczng | stopnia JM Rektora Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego (zal. 4, pkt. 11 J, poz. 3).

Dzialalnosé¢ organizacyjna

Do moich najwazniejszych osiggnie¢ organizacyjnych zaliczam wspotudziat
w utworzeniu 1 organizacji pracy Osrodka Terapii Fagowej (jako komorki NZOZ, a obecnie
Centrum Medycznego Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN) we Wroctawiu
kierowanego przez prof. dr hab. n. med. Andrzeja Gorskiego (zal. 4 , pkt. Ill Q, poz. 2.1.
Jest to wcigz unikatowe w skali europejskiej centrum, w ktéorym od roku 2005 w ramach
projektu  ,,Eksperymentalna terapia fagowa infekcji bakteryjnych opornych na
antybiotykoterapi¢, w tym zakazen MRSA” prowadzona jest na zasadach eksperymentu
leczniczego terapia antybiotykoopornych zakazen bakteryjnych przy uzyciu bakteriofagow.
Od roku 2005 konsultuje i prowadze leczenie zgtaszajacych si¢ do Osrodka pacjentéw, petnig
réwniez funkcje¢ zastepcy Kierownika Centrum Medycznego IITD PAN. Bratem udziat w
utworzeniu filii Osrodka w Krakowie i Czestochowie, opracowywaniu i aktualizacji protokotu
eksperymentalnej terapii fagowej, formularzy i informacji dla pacjentow o terapii fagowej
oraz przygotowaniu wnioskéw do komisji bioetycznych zwigzanych z prowadzeniem tej
terapii.

W roku 2015 organizowalem (jako Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego)
miedzynarodowa konferencje naukowa Clinical Phage Therapy 2015 we Wroctawiu (zat. 4,
pkt. 1T C, poz. 4). Konferencja byta organizowana przez IITD PAN we wspotpracy
Z Wydziatem Zdrowia i Spraw Spolecznych Urzedu Miejskiego Wroctawia W setng rocznice
odkrycia bakteriofagéw przez F. W. Tworta oraz z okazji 10-lecia Osrodka Terapii Fagowe;.
Wspotorganizowalem rowniez pig¢ konferencji naukowo-szkoleniowych dla lekarzy
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dotyczacych terapii fagowej organizowanych przez OTF w latach 2006-2016 we Wroctawiu,
Krakowie i Warszawie (zat. 4, pkt. 1l C, poz. 1-3 i 5-6).

Dziatalnosé popularyzujgca nauke

W roku 2017 prowadzitem w Centrum Nauki Kopernik w Warszawie wyktad
popularnonaukowy pt. ,,Jak zregenerowaé uszkodzony rdzen kr¢gowy — cz. I” w ramach
w cyklu ,,Drogi do Zycia” na zaproszenie prof. dr hab. Magdaleny Fikus. Przedstawitem
W nim podstawy biologii komorek ostaniajgcych gleju wechowego i wyniki badan, ktore
umozliwily opracowanie warsztatu stuzacego do ich eksperymentalnego zastosowania
w leczeniu catkowitego urazu rdzenia kregowego (zat. 4, pkt. III I, poz. 8.1).

Podsumowanie

Moj dorobek wg analizy bibliometrycznej z dn. 18.04.2019 r. jest nastepujacy:

Punkty za publikacje

Przed doktoratem Po doktoracie
IF MNiSW IF MNiSW
Oryginalne pelnotekstowe prace naukowe 4,346 73 58,148 619
Opisy przypadkéw - - 0,978 20
Prace pogladowe - 10 79,396 706
RAZEM 4,346 83 139,062 1345
Informacje dodatkowe
Przed doktoratem Po doktoracie
IF MNiSW IF MNiSW
Publikacje petnotekstowe ) ) ) )
w suplementach czasopism
Opisy przypadkoéw - - 3,916 -
Publikacje z udziatem autora w badaniach ) ) ) )
wieloosrodkowych
RAZEM - - 3,916 -

27



Zalgcznik 2 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego dr R. Migdzybrodzkiego

Laczny Impact Factor (IF): 143,408.

Laczna punktacja MNiSW: 1428.

Liczba cytowan z bazy Web of Science z dn. 18.04.2019 r. (bez autocytowan): 1071.
Indeks Hirscha z bazy Web of Science z dn. 18.04.2019 r.: 19.

Jestem autorem/wspdtautorem 40 (wilaczajac 6 publikacji wchodzacych w sktad
osiggniecia naukowego) oryginalnych petnotekstowych publikacji naukowych o tagcznym IF =
62,494 (w tym pierwszym autorem i jednoczesnie autorem korespondujagcym 8 publikacji
o0 tgcznym IF = 18,469) oraz 36 prac pogladowych o tacznym IF = 79,396 (w tym pierwszym
autorem lub autorem korespondujgcym 8 publikacji o tacznym IF = §,733). Jestem réwniez
wspétautorem 5 rozdzialdow w  migdzynarodowych — monografiach/podrecznikach
akademickich (w przypadku jednej z tych monografii jednym bylem jednym z trzech
redaktorow naczelnych), jednego opisu przypadku, jednego listu do redakcji czasopisma
i jednej publikacji petnotekstowej w suplemencie czasopisma.

Poza tym jestem wspotautorem 5 udzielonych patentéw polskich i jednego patentu
zastrzezonego w USA. Bytem wspotautorem 49 doniesien naukowych, ktorych streszczenia
zostaly opublikowane w materiatach z konferencji migdzynarodowych (16 z nich bylo
prezentowane w formie referatow) i 21 doniesien, ktorych streszczenia zostaty opublikowane
w materialach z konferencji krajowych (12 z nich bylo prezentowane w formie referatow).

Wroctaw, 26 kwietnia 2019 r.

o] ookl
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