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4.1 Wstep

Choroby zakazne stanowig powazne globalne zagrozenie dla zdrowia ludzi 1 zwierzat czego
najwydatniejszym przyktadem z ostatnich lat jest pandemia COVID-19 wywotana wirusem SARS-
CoV2. Pomimo znaczacych sukcesow medycyny w drugiej potowie XX w., zwigzanych przede
wszystkim z wprowadzeniem antybiotykow i szczepionek, zakazenia bakteryjne wciaz pozostaja
istotng przyczyna zgonow na §wiecie (lkuta et al., 2022). Z powodu rosngcej opornosci bakterii,
stosowane obecnie antybiotyki staja si¢ nieskuteczne, pozbawiajac nas gtownego oreza w walce z
bakteriami chorobotworczymi. Ponadto, skutecznos¢ stosowanych szczepionek jest ograniczona lub
w przypadku niektorych groznych baterii, takich jak gronkowiec ztocisty, nie udato si¢ jak dotad

opracowac¢ szczepionki (Clegg et al., 2021). Podczas pracy nad swoim osiggni¢ciem habilitacyjnym



zajmowalem si¢ badaniem przebiegu zakazenia trzema gatunkami bakterii Gram-dodatnich:
gronkowcem zlocistym (Staphylococcus aureus), paciorkowcem katowym (Enterococcus faecalis)

oraz dwoinkg zapalenia ptuc (Streptococcus pneumoniae).

Gronkowiec zlocisty jest bakterig wystepujaca jako komensal na skorze oraz jamie nosowej u okoto
30% populacji ludzkiej na swiecie (Thammavongsa et al., 2015). Jednakze, jest to bakteria
patogenna, czesto wywotujgca zakazenia oportunistyczne. Posiada liczne czynniki wirulencji, ktore
utatwiaja jej przekraczanie bariery skornej i dostep do glegbiej potozonych tkanek. Gronkowiec
ztocisty powoduje szerokie spektrum chorob szpitalnych i pozaszpitalnych, od miejscowych
zakazen skory 1 tkanek migkkich do ciezkich standéw o wysokiej $miertelnosci, takich jak zapalenie

kosci i szpiku, infekcyjne zapalenie wsierdzia czy sepsa (Tong et al., 2015).

Z kolei, paciorkowiec katowy jest rowniez komensalng bakteria, ktora kolonizuje przewod
pokarmowy cztowieka i zwierzat. Niestety, bakteria ta jest takze odpowiedzialna za szeroki zakres
zakazen, gtownie szpitalnych, w tym zagrazajaca zyciu bakteriemig, infekcyjne zapalenie wsierdzia
oraz zakazenia ran i drég moczowych (Arias & Murray, 2012). Choroby wywotane przez E. faecalis
moga by¢ bardzo trudne do leczenia, ze wzgledu na wysoka opornosci tego organizmu na
antybiotyki. Ponadto, enterokoki stanowig rezerwuar genéw nadajacych antybiotykooporno$é, ktore
moga przekazywac innym bakteriom. Przyktadowo, gronkowiec ztocisty uzyskat opornos¢ na

wankomycyng¢ poprzez horyzontalny transfer genéw wtasnie od enterokokow (Palmer et al., 2010).

Ostatnig grozng bakterig, zakazenia ktorg badatem, jest dwoinka zapalenia ptuc. Bakteria ta jest
fakultatywnie beztlenowym patogenem oportunistycznym. Kolonizuje przede wszystkim §luzoéwke
gornych drog oddechowych. Wystepuje u blisko 10 % dorostych, natomiast w przypadku dzieci
wskaznik kolonizacji osigga nawet 30% (Yahiaoui et al., 2016). Bakteria ta wywoluje takze szereg
cigzkich stanow chorobowych gdzie Smiertelno$¢ moze siega¢ 30%, w tym pozaszpitalne zapalenie
ptuc, zapalenie opon mozgowych, a takze seps¢ (Henriques-Normark & Tuomanen, 2013).
Powszechne stosowanie terapii przeciwdrobnoustrojowych przyczynito si¢ do powstania opornosci
pneumokokdw, natomiast zmienno$¢ ich serotypow stanowi wyzwanie dla skuteczno$ci

opracowanych szczepionek (van der Poll & Opal, 2009).

Badane przeze mnie bakterie znajduja si¢ na liscie priorytetowych patogenéw WHO dla badan i
rozwoju nowych antybiotykow (https://www.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-



bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed). Stanowia one zatem powazny problem w
Swiatowej opiece zdrowotnej i wobec tego niezbe¢dne sg badania, ktore pozwola lepiej zrozumied

proces infekcji, odpowiedz immunologiczng na nie oraz opracowac¢ nowe sposoby leczenia.

Przebieg zakazen bakteryjnych jest najczes$ciej badany eksperymentalnie przy wykorzystaniu
hodowli komoérkowych oraz modeli zwierzecych. Obydwa te podejscia stanowig obecnie
podstawowe narzedzia w badaniach biomedycznych. Jednakze, to modele zwierzece dajg wyjatkowa
okazje do zbadania funkcji konkretnych genéw, szlakow sygnatowych oraz mechanizmoéw dziatania
lekow in vivo. Do badania przebiegu infekcji wykorzystywany jest szereg modeli zwierzgcych, od
prostych bezkrggowcow po ssaki. W ostatnich latach, coraz wigcej badan interakcji gospodarz-
patogen prowadzi si¢ z wykorzystaniem organizmu modelowego jakim jest danio prggowany (lac.
Danio rerio, ang. zebrafish) (Stream & Madigan, 2022). Jest to niewielka stodkowodna ryba z
rodziny karpiowatych. Przezroczystos$¢ stadiow embrionalnych oraz larwalnych danio pregowanego
umozliwia obrazowanie przyzyciowe oraz analiz¢ wielu proceséw fizjologicznych w czasie
rzeczywistym (Torraca et al., 2014). Podatnos¢ tego organizmu modelowego na modyfikacje
genetyczne daje mozliwo$¢ wyciszenia wybranych gendw w poczatkowych stadiach rozwoju (ang.
knock-down), dzigki uzyciu antynensownych oligonukleotydéw zwanych morpholino, a takze ich
wylaczenia (ang. knock-out) przy uzyciu technologii CRISPR (Liu et al., 2019). Ponadto, model
danio prggowanego umozliwia generowanie szerokiej gamy linii transgenicznych posiadajacych
wyznakowane za pomocg biatek fluorescencyjnych komoérki lub ich komponenty (Masud et al.,
2017). Zastosowanie tej technologii, w optycznie przezroczystym stadium larwalnym danio
pregowanego, umozliwia unikalng nieinwazyjng analiz¢ mikroskopowa prowadzong w zywym

organizmie kregowca, takze umozliwiajac obserwacje interakcji gospodarz-patogen in vivo.

Jako organizm nalezacy do zuchwowcow, doroste osobniki danio pregowanego posiadaja zarowno
wrodzony jak i nabyty uktad odpornosci, homologiczny do ssaczego. Cechg charakterystyczna
modelu larwalnego danio pregowanego jest natomiast brak odpornosci nabytej, co umozliwia
badanie roli uktadu wrodzonego bez interferencji ze strony odpornosci swoistej. Danio prggowany
sprawdzit si¢ juz w badaniach patogenezy chorob zakaznych. Przyktadowo, model ten miat
kluczowe znaczenie w zrozumieniu procesOw formowania si¢ ziarniniakdéw podczas rozwoju

gruzlicy (Stream & Madigan, 2022).



Celem prac wchodzacych w sktad niniejszego osiggnigcia naukowego byta analiza przebiegu
zakazen bakteryjnych, interakcji gospodarz-patogen, mechanizméw wrodzonej odpowiedzi
przeciwbakteryjnej oraz roli czynnikéw wirulencji w zakazeniach bakteryjnych z wykorzystaniem

modelu badawczego danio pregowanego.
4.2 Badanie zakazenia gronkowcem zlocistym przy uzyciu modelu danio pregowanego

Jak wspomniano wczes$niej, Staphylococcus aureus stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia
ludzkiego, powodujac zagrazajace zyciu inwazyjne zakazenia, takie jak zapalenie wsierdzia,
zapalenie kosci, a takze sepse (Tong et al., 2015). Jednakze mechanizmy, dzigki ktorym dochodzi do
infekcji, tworzenia ropni oraz bakteriemii nie sg dobrze zdefiniowane (Cheng et al., 2011). Pomimo
iz wykazano, ze profesjonalne fagocyty takie jak neutrofile i makrofagi odgrywajg rolg ochronng w
zakazeniu S. aureus (Verdrengh & Tarkowski, 1997, 2000), gronkowce sg w stanie przetrwac
wewnatrzkomorkowo w obrgbie fagocytow a nastgpnie moga doprowadzi¢ do ich lizy (Gresham et
al., 2000; Kubica et al., 2008). Ponadto, fagocyty odgrywaja wazng rol¢ w rozprzestrzenianiu si¢
zakazenia gronkowcowego do odlegtych tkanek (Pollitt et al., 2018; Thwaites & Gant, 2011).
Procesy, dzigki ktorym gronkowiec ztocisty unika odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego

gospodarza pozostaja jednak stabo poznane.

Z tego powodu, po uzyskaniu stopnia doktora, skoncentrowatem si¢ na badaniach przebiegu
zakazenia gronkowcem zlocistym ze szczegdlnym naciskiem na interakcj¢ tej bakterii z fagocytami.
W tym celu wykorzystatem model zakazenia danio pr¢gowanego, ktory ustanowilem podczas
doktoratu (Prajsnar et al., 2008). W pracy tej ustaliliémy, ze przezycie gospodarza jest zalezne od
komorek fagocytarnych oraz, ze podobnie jak w innych modelach zwierzgcych, do wywotania
$miertelnego zakazenia wymagana jest relatywnie wysoka dawka infekcyjna bakterii (inokulum,
wynoszace ok. 1500 CFU), a Smiertelne zakazenie skutkuje pojawieniem si¢ ognisk

przypominajacych ropnie oraz wzrostem liczby bakterii do okoto 108 CFU.

Z Kkolei celem mojej pierwszej pracy wchodzgcej w sktad osiggniecia naukowego (Prajsnar et al.,
2012, P01) byto zbadanie przebiegu infekcji gronkowcem ztocistym skupiajac si¢ na dynamice
wzrostu populacji bakterii w organizmie gospodarza, a takze na wptywie fagocytow na rozwoj

zakazenia.



Przed rozpoczeciem badan postawiono sobie pytania czy podczas infekcji prowadzacej do $mierci
gospodarza dawka infekcyjna bakterii podlega rownomiernemu wzrostowi W organizmie
gospodarza czy tylko niewielka frakcja podanego inokulum ulega klonalnej ekspansji. Badanie
dynamiki populacji polegato na zastosowaniu metody mieszanego inokulum w stosunku 1:1,
sktadajgcego sie z dwoch izogenicznych szczepdéw gronkowca wyznakowanych genami opornosci
na dwa rézne antybiotyki — tetracykling oraz erytromycyng. Dzigki temu, byliSmy w stanie podczas
zakazenia oznaczy¢ nie tylko bezposrednia liczbg bakterii w organizmie gospodarza (CFU counts),

ale takze oceni¢ czy dochodzi do odstepstw od wyjsciowej proporcji (50:50) podanych szczepow.

Jak pokazano na Rycinie 1, larwom danio pregowanego podano po okoto 750 CFU kazdego szczepu
bakterii, a nastepnie, ze Smiertelnie zainfekowanych larw wyizolowano bakterie i 0znaczono liczbe
bakterii nalezacych do danego szczepu. Jak si¢ spodziewano catkowita liczba bakterii w $miertelnie
zainfekowanych larwach wynosita okoto 10® CFU, co wykazaliémy we wcze$niejszej publikacji
(Prajsnar et al., 2008). Jednakze analiza proporcji dwoch szczepow bakteryjnych wykazata, ze w
wielu larwach koncowa populacja bakterii byta asymetrycznie roztozona, czasami z bardzo
zdecydowang dominacja jednego lub drugiego ze szczepow. Przyjeto zatem hipotezg, ze taka
nieoczekiwana nadreprezentacja skrajnych proporcji szczepéw moze powsta¢ w wyniku klonalnej

ekspansji pojedynczych bakterii, co skutkuje powstaniem ognisk infekcji z jednego typu bakterii.

Mieszane inokulum (1:1 Tet®/Ery®; 750 CFU kazdy)
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Rycina 1. Schemat badania dynamiki populacji bakteryjnej podczas zakazenia in vivo.
TetR — szczep oporny na tetracykling, EryR — szczep oporny na erytromycyne.

W celu weryfikacji powyzszej hipotezy wykorzystano przezroczystos¢ larw danio pregowanego,
ktora umozliwita nam bezposrednig obserwacje tego zjawiska in vivo przy uzyciu biatek

fluorescencyjnych: zielononiebieskiego biatka fluorescencyjnego (Cyan Fluorescent Protein) i



z6Mtego bialtka fluorescencyjnego (Yellow Fluorescent Protein) (Veening et al., 2004). Stworzylismy
zatem plazmidy, dzigki ktorym bylismy w stanie wyznakowaé dwa uzyte wczesniej SZCzepy przy
pomocy wspomnianych dwoéch réznych znacznikéw fluorescencyjnych. Zaobserwowano, ze
zdecydowana wigkszo$¢ ognisk bakteryjnych zostata utworzona wytacznie przez bakterie z
pojedynczym biatkiem fluorescencyjnym, co potwierdzito nasze wczesniejsze obserwacje zwigzane
z klonalng ekspansja bardzo niewielkiej liczby bakterii z poczatkowego inokulum. Przyjelismy
zatem, ze ogniska chorobowe sa prawdopodobnie inicjowane przez jedng bakteri¢ (lub bardzo
niewielka ilo$¢ bakterii), poniewaz wigksza liczba ,,inicjatoréw” bytaby odzwierciedlona w

ogniskach mieszanych - zawierajacych 2 szczepy bakterii/dwa znaczniki fluorescencyjne.

Naste¢pnie wykazali$my, ze zaobserwowane zjawisko klonalnej ekspansji jest zalezne od fagocytow,
poniewaz genetyczne usuni¢cie makrofagéw oraz neutrofili przy pomocy antysensowenych
oligonukleotydéw (morpholinos) przeciw pu.l (stanowiacego czynnik transkrypcyjny
odpowiedzialny za réznicowanie fagocytow) spowodowato kompletny zanik ekspansji klonalnej i
wszystkie smiertelnie zakazone larwy wykazywaty obecnos¢ 2 typow bakterii w rownych

proporcjach.

Wykonany przez moja wspotpracownicg (Ruth Hamilton), matematyczny model progresji choroby
potwierdzit nasza hipoteze, ze tylko kilka fagocytow, sposrod okoto 150 obecnych w larwach w tym
stadium rozwoju, jest odpowiedzialnych za ,,selekcje” klonow bakteryjnych i pdzniejszg inicjacje

letalnego zakazenia.

Nastepnie podjelismy probe ustalenia, ktory z typow fagocytéw, makrofagi czy neutrofile, jest
odpowiedzialny za zjawisko selekcji wspomnianej bardzo niewielkiej ilosci bakterii prowadzacej do
ich klonalnej ekspansji. W tym celu, dokonali$§my specyficznej ablacji makrofagéw lub neutrofili
przy wykorzystaniu transgenicznych linii ryb wykazujacych w okreslonych typach komoérek zernych
ekspresje nitroreduktazy, oraz metronidazolu, ktéry ulega konwersji do cytotoksycznej substancji w
komorkach zawierajacych nitroreduktaze. Dzigki tej metodzie uzyskaliSmy specyficzng ablacje
danego typu fagocytu na poziomie nieznacznie przekraczajagcym 50%. Zgodnie ze wspomnianymi
danymi literaturowymi (Verdrengh & Tarkowski, 1997, 2000) wykazalismy, ze zarbwno makrofagi,
jak 1 neutrofile odgrywaja protekcyjna role w zapobieganiu zakazeniu gronkowcem ztocistym,
poniewaz larwy poddane ablacji byly znacznie bardziej podatne na zakazenie w porownaniu z

larwami kontrolnymi. Jednakze, nawet czg$ciowa utrata neutrofili prowadzita do istotnie



statystycznego zmniejszenia zjawiska klonalnej selekcji w porownaniu do larw poddanych ablacji
makrofagéw, co sugeruje, ze to neutrofile stanowig wewnatrzkomorkowy rezerwuar (niszeg) bakterii,

co w efekcie prowadzi do p6zniejszej $miertelnej infekcji.

W koncowej czesci pracy, dzigki danym uzyskanym na modelu danio pregowanego, podjelismy si¢
wstepnej analizy systemowego zakazenia gronkowcem zlocistym na modelu mysim. Myszy, ktorym
podano dozylnie mieszane inokulum w réwnych proporcjach (znakowane genami opornosci na
tetracykling oraz erytromycyng) po okoto tygodniu poddano eutanazji, a nastgpnie wyizolowano
nerki, w ktorych lokalizuja si¢ bakterie w postaci ropni (Cheng et al., 2011). Okazalo si¢, ze kazde z
ognisk zakazenia (ropni nerek), rowniez zawiera tylko jeden szczep bakterii. A zatem (podobnie jak
u danio pregowanego) kazdy z ropni jest najprawdopodobniej zainicjowany przez pojedyncza

komorke bakteryjna.

Rezultaty tej pracy podkreslaja translacyjng wartos¢ modelu danio prggowanego, gdzie wyniki
uzyskane na modelu rybim zostaty potwierdzone na modelu ssaczym. Wspieraja takze wczesniejsze
argumenty, ze strategie terapeutyczne wobec gronkowca zlocistego powinny uwzglednia¢ zardowno

zewnatrzkomorkowe jak i wewnatrzkomorkowe (wewnatrzfagocytarne) aspekty zakazenia.

Kontynuacja publikacji PO1 stanowi praca McVicker et al. (2014) - P02, w ktorej wraz z Dr. Gareth
McVicker udoskonalilismy metody badania dynamiki infekcji na modelach infekcyjnych danio
pregowanego oraz myszy, a nastepnie ustaliliSmy wplyw niskich dawek antybiotyku na populacje

bakterii in vivo.

Pierwsza cz¢$¢ pracy polegata na udoskonaleniu badan dynamiki infekeji do zbadania progresji
choroby zaréwno u larw danio prggowanego, jak i u myszy. W tym celu, skonstruowano zestaw
trzech odpornych na rézne antybiotyki szczepow bakterii w tym samym tle genetycznym. W
pierwszej kolejnosci zweryfikowano dziatanie nowo skonstruowanych szczepéw na modelu larw
danio prggowanego. Zgodnie z wczesniejszymi wynikami z dwoma szczepami (Prajsnar et al.,
2012), podanie mieszaniny trzech szczepow bakterii larwom danio pregowanego wykazato ich
klonalng ekspansje gdzie jeden lub dwa szczepy dominowaty po izolacji bakterii ze Smiertelnie
zakazonych larw. Zatem, zastosowanie trzech szczepow bakterii okazato si¢ odpowiednig i

wiarygodng metodg badania dynamiki zakazenia in vivo i potwierdzito istnienie ekspansji klonalnej



gdzie bardzo niewielka ilos¢ komorek bakteryjnych rozpoczyna proliferacje prowadzac do

$miertelnej infekcji gospodarza.

Nastepnie, inokulum sktadajace si¢ trzech szczepow bakterii wykorzystano do badania dynamiki
rozwoju uogolnionego zakazenia gronkowcem ztocistym myszy. Zwierzeta zostaty zakazone
dozylnie mieszanym inokulum 3 szczepow bakterii. Nastepnie, w kolejnych punktach czasowych po
zakazeniu myszy poddawano eutanazji, a ich narzady (nerki, watroba, §ledziona, serce i ptuca) byty
pobierane w celu oznaczenia liczby oraz proporcji szczepow bakterii. Wykazano, ze w ciggu
pierwszych kilku godzin zakazenia, znaczna cz¢$¢ inokulum bakteryjnego trafita do watroby i
$ledziony. Na tym etapie infekcji nie obserwowano ani ogélnego wzrostu liczby bakterii ani skrajnej
klonalnosci co sugeruje, ze proliferacja drobnoustrojow byta niewielka. W miar¢ postepu infekcji,
liczba bakterii w watrobie oraz §ledzionie spadata, natomiast bakterie wystepowaty w coraz
wiekszych ilosciach w nerkach (osiagajac szczytowe warto$ci W 2-3 dniu po zakazeniu). W
przeciwienstwie do watroby i §ledziony, bakterie w nerkach wykazywaty wysoki stopien klonalnej
ekspansji, w wigkszosci przypadkoéw reprezentujac tylko jeden lub dwa szczepy z trzech podanych
podczas iniekcji. Zatem kazdy z ropni w nerkach, ktore tworza si¢ w pdzniejszych stadiach infekcji,
prawdopodobnie pochodzi od jednej bakterii tzw. ,,zatozyciela”. Podsumowujac, analiza populacji
bakterii podczas zakazenia uogdlnionego myszy wykazata, ze zjawisko ekspansji klonalnej nie

wystepuje we wszystkich badanych organach i nastepuje na pozniejszych etapach zakazenia.

W dalszej cze$ci pracy postanowilismy zbadaé czy zaobserwowana przez nas ekspansja klonalna
bakterii moze mie¢ implikacje w przebiegu zakazen mieszanych, zwtaszcza gdy mutant oporny na
leki jest obecny wsrdd populacji wrazliwych mikroorganizméow. PostawiliSmy hipotezg, ze niska
dawka antybiotyku, tj. taka, ktora nie wywotuje zadnego efektu terapeutycznego u gospodarza
zakazonego Szczepem bakterii wrazliwym na antybiotyk, moze nadal dawaé przewagge bakteriom

opornym, co zostato wczeséniej zaobserwowane in vitro (Gullberg et al., 2011).

Dzigki stworzonym przez nas modelom badania dynamiki infekcji, zbadalismy wpltyw niskich
(subterapeutycznych) dawek antybiotykow na selekcje szczepow gronkowca ztocistego in vivo.
Najpierw ustaliSmy niska dawke tetracykliny, ktora nie byta w stanie wptyna¢ na $§miertelnos$¢ larw
danio pregowanego zakazonych szczepem bakterii wrazliwych na ten antybiotyk, ani nie
owocowala obnizong obecno$cig wrazliwych bakterii w momencie $§mierci gospodarza (2,5 pg/ml).

Nastepnie, mieszaning szczepow bakterii opornych oraz wrazliwych na tetracykling podalismy



larwom danio pregowanego, a zakazone osobniki byly umieszczone W roztworze zawierajacych
wczesniej ustalong subterapeutyczng dawke tetracykliny. WykazaliSmy, ze w obecnosci niskiej
dawki tetracykliny, bakterie oporne na ten antybiotyk przewazaly w $miertelnie zakazonych
larwach, dajgc tym bakteriom przewage podczas zakazenia in vivo. Co ciekawe, genetyczne
usuni¢cie fagocytow catkowicie zniosto efekt selekcji klonow antybiotykoopornych przy nawet 4-
krotnie wyzszej dawce tetracykliny (10 pg/ml), wskazujac na istotna role fagocytow, nie tylko w
procesie ekspansji klonalnej (Prajsnar et al., 2012), ale takze selekcji klonow opornych na

antybiotyki.

W kolejnych eksperymentach, zaobserwowalismy takze, ze selekcja opornych klonow bakterii in
Vivo wystepuje takze wsrdd innych szczepow gronkowca, a takze innych rodzajow bakterii oraz klas
antybiotykow. WykazaliSmy takze, ze selekcja antybiotykoopornych klonow bakterii in vivo w

obecnosci subterapeutycznych dawek antybiotyku zachodzi u rowniez u myszy.

Reasumujac, w pracy tej ustaliliSmy, ze mozliwe jest uzyskanie przewagi przez szczep bakterii
odpornych na antybiotyki, nawet przy poziomach antybiotykow, ktore nie wptywaja na tempo
wzrostu szczepu bakterii wrazliwych na antybiotyki lub jego zdolnos¢ do wywotania $miertelne;j
infekcji. Wyniki tej publikacji moga mie¢ istotne znaczenie przy ustalaniu wlasciwej strategii
antybiotykoterapii (odpowiedniej dawki oraz czasu leczenia), a takze wplywu terapii na

lekooporno$¢ patogendw bakteryjnych.

Kontynuacj¢ pracy opisanej w publikacji PO1 stanowila takze publikacja Prajsnar et al. (2021) —
PO03. Jej celem byto zdefiniowanie potencjalnej niszy wewnatrzkomorkowej, ktora umozliwia
przezycie gronkowcow, a takze rozprzestrzenianie si¢ zakazenia, co byto postulowane we
wcezesniejszych badaniach, takze w PO1. W publikacji skupili$my si¢ na mechanizmach autofagii w
odpowiedzi na zakazenie gronkowcem ze szczegolnym uwzglednieniem neutrofili, ktore w PO1

wstepnie wytypowalem jako odpowiedzialne za rozwoj infekcji.

Autofagia jest to ewolucyjnie konserwatywny proces komdorkowy polegajacy na degradacji roznych
sktadnikow cytoplazmy przy pomocy lizosomow (Ohsumi, 2014). W ostatnich latach wykazano, ze
mechanizm ten stanowi takze wazny element autonomicznej obrony komorki przed drobnoustrojami
wewnatrzkomoérkowymi (Deretic, 2011). Jeden z rodzajow tej przeciwbakteryjnej autofagii, zwany

ksenofagia, polega na selektywnej degradacji bakterii, ktore uszkodzity badz uciekty z fagosomow.



Proces ten wymaga uzycia receptorow ubikwityny, takich jak SQSTM1/p62, a nastepnie powstania
autofagosomu zawierajgcego biatko LC3. Innym procesem zaleznym od sktadnikéw autofagii oraz
reaktywnych form tlenu (ROS) jest tak zwana fagocytoza zwigzana z LC3 (ang. LC3-associated
phagocytosis - LAP) gdzie biatko LC3 jest rekrutowane do btony fagosomu co prowadzi do

powstania tzw. LAPosomu (Mufoz-Sanchez et al., 2020).

Weczeséniejsze dane literaturowe powstate w wyniku badan autofagii na nieprofesjonalnych
fagocytach zakazonych gronkowcem ztocistym dostarczaty sprzecznych wynikow. Jedna publikacja
postulowata szkodliwa role autofagii dla komorek gospodarza (Schnaith et al., 2007). Natomiast w
innej pracy autofagia okazata si¢ korzystna w zwalczaniu wewnatrzkomoérkowych zakazen
gronkowcem (Neumann et al., 2016). Ponadto, doktadny mechanizm przebiegu autofagii w

profesjonalnych fagocytach oraz jej rola w patogenezie pozostawaly wowczas niepoznane.

Wobec tego, w pierwszej czesci pracy, wykorzystujac model danio pregowanego, podjeliSmy si¢
charakteryzacji odpowiedzi autofagicznej na zakazenie gronkowcem ztocistym wewnatrz
makrofagdéw oraz neutrofili. Przy uzyciu r6znych linii transgenicznych danio pr¢gowanego gdzie
biatko Lc3 poddano fuzji z GFP umozliwiajac wizualizacje autofagosomow lub LAPosomow,
ustalilismy, ze w obydwu typach komorek fagocytarnych dochodzi do dekoracji pecherzykow
zawierajacych gronkowce przez biatko Lc3 wskazujac na obecnos¢ odpowiedzi autofagicznej.
Natomiast, kinetyka tej odpowiedzi bylta r6zna dla danego typu fagocytu. Liczba zakazonych
makrofagdéw zawierajacych pecherzyki Le3-dodatnie spadata w ciggu 6 godzin po zakazeniu,
natomiast liczba neutrofili z pecherzykami Lc3-dodatnimi pozostawata na niezmiennie wysokim
poziomie przez przynajmniej 6 godzin. Wynik ten sugeruje potencjalne hamowanie przeptywu
autofagicznego w neutrofilach zakazonych gronkowcem ztocistym. Ponadto, przy pomocy
barwnikow fluorescencyjnych zaleznych od pH zaobserwowali$my, ze w neutrofilach Lc3-dodatnie

pecherzyki zawierajace gronkowce nie ulegaty zakwaszeniu.

Ustalili$my, ze zaobserwowana odpowiedz autofagiczna w makrofagach oraz neutrofilach jest
zalezna od wystepujacej w fagocytach oksydazy NADPH. Zarowno chemiczna jak i genetyczna
inhibicja tego enzymu, odpowiedzialnego za produkcj¢ ROS, konkretnie anionu ponadtlenkowego,
hamowaty dekorowanie biatkiem Lc3, sugerujac, Ze obserwowana odpowiedz to LAP, ktora jest
zalezna od ROS. Zahamowanie oksydazy NADPH doprowadzito natomiast do zakwaszenia

pecherzykow zawierajacych gronkowce W neutrofilach, co nastgpnie skutkowato zwigkszeniem



odpornosci gospodarza na zakazenie. Zatem, to odpowiedz typu LAP w neutrofilach, zalezna od
aktywnos$ci oksydazy NADPH i obecnos$ci wolnych rodnikow tlenowych, okazata si¢ sprzyjajaca
rozwoju zakazenia gronkowcem zlocistym. Natomiast, LAPosomy wewnatrz neutrofili moga

stanowi¢, postulowang wcze$niej, wewngtrzkomorkowa nisze sprzyjajacg patogenezie gronkowca.

W dalszej czgsci pracy, wykazaliSmy, ze wewnatrz neutrofili, do pecherzykow zawierajacych
gronkowca rekrutowane jest takze biatko Sqstm1/p62, ktore jest receptorem selektywnej autofagii.
Zatem, oprécz odpowiedzi typu LAP, takze ksenofagia moze zachodzi¢ w zakazonych neutrofilach.
Co ciekawe, zablokowanie tworzenia LAPosoméw, przez inhibicje oksydazy NADPH,
doprowadzito do znacznego zmniejszenia liczby neutrofili zawierajacych pgcherzyki Sqstm1/p62-
pozytywne. Odkrycie to rzucito swiatto na kolejnosc¢ tych odpowiedzi w zakazonych neutrofilach.
Uznali$my, ze w pierwszej kolejnosci nastepuje odpowiedz typu LAP, a pdzniej,
najprawdopodobniej po uszkodzeniu LAPosomow przez bakterie, uruchamiana jest odpowiedz typu
ksenofagia. Co istotne, inokulacja bakteriami inaktywowanymi termicznie prowadzita do istotnego
zmniejszenia liczby zakazonych neutrofili zawierajacych pecherzyki Sqstm1/p62-pozytywne.
Wynik ten wspiera powyzsza hipoteze, ze to aktywne bakterie sa odpowiedzialne za uszkadzanie
LAPosomow, o z kolei, przy udziale biatek receptorowych typu Sqstm1/p62, aktywuje ksenofagie.

Podsumowujac, w pracy tej udalo si¢ zidentyfikowa¢ nowg forme niekanonicznej autofagii
wewnatrz profesjonalnych fagocytow w odpowiedzi na zakazenie gronkowcem ztocistym, zwang
LAP. Uzyskane wyniki potwierdzajg istotng role neutrofili w rozwoju zakazenia gronkowcem
ztocistym, w nich bowiem zlokalizowali$my nisze, w ktorej ,,ukrywaty si¢” bakterie. Byta ona
zalezna od LAP i prowadzita do rozprzestrzeniania si¢ zakazenia. Ponadto, zaobserwowana w tej
pracy antagonistyczna rola maszynerii autofagicznej (odpowiedz za posrednictwem LAP vs.
Sgstm1/p62) w neutrofilach moze wyjasnia¢ opublikowane wczesniej Sprzeczne doniesienia na
temat roli autofagii wobec gronkowca ztocistego. Wyniki tej pracy dostarczaja nowych informacji

na temat strategii terapeutycznych przeciwko gronkowcom w leczeniu systemowej infekcji i sepsy.

4.3 Badanie przebiegu zakazenia paciorkowcem kalowym przy uzyciu modelu danio

pregowanego

Kontynuujac badania zakazen bakteryjnych przy uzyciu modelu danio pregowanego, postanowilem

opracowac¢ model infekcji larw danio pr¢gowanego inng bakterig Gram-dodatnig - paciorkowcem



katlowym (Enterococcus faecalis). W pracy tej (P04) wykorzystatem swoje szerokie doswiadczenie
oraz opracowang przeze mnie metodologi¢ z uzyciem modelu larwalnego danio preggowanego.
Ustanowienie nowego modelu umozliwito pdzniej szereg dalszych odkry¢ opisanych w pracach

oryginalnych z moim udziatem, cho¢ nie wchodzacych w sktad osiggniecia habilitacyjnego.

W pierwszej czesci pracy, W celu ustanowienia nowego modelu zakazenia, uzytem trzech roznych
szczepow E. faecalis: OG1RF, V583 oraz JH2-2. Szczepy OG1RF i V583 to izolaty kliniczne
szeroko stosowane do badania patogenezy E. faecalis, natomiast JH2-2 to niewirulentny szczep
laboratoryjny wykorzystywany gtdwnie do badan genetycznych. Szczepy te zostaty podane dozylnie
larwom danio pregowanego w roznych dawkach wg wczesniej opracowanej metody mikroiniekcji
(Prajsnar et al., 2008, 2012), a nast¢pnie przeprowadzono analize przezywalnosci zakazonych larw,
pomiar wzrostu bakterii in vivo oraz wykonano obrazowanie mikroskopowe (przy pomocy

szczepow bakterii wyznakowanych biatkiem GFP).

Badane szczepy bakterii wykazaly si¢ zupetnie odmiennymi wiasciwos$ciami wirulencji.
Ustalilismy, ze szczep JH2-2 jest awirulentny nawet przy bardzo wysokich dawkach rzedu 10000
CFU, natomiast szczep OGIREF jest zdolny do wywolania 50% $miertelnos$ci juz przy dawce okoto
1500 CFU. Szczep V585 charakteryzowat si¢ posrednim fenotypem i potrzebowat okoto 12000
CFU do wywotania 50% $miertelnosci zakazonych larw. Do dalszych badan uzylismy zatem dwoch
szczepow E. faecalis: awirulentnego JH2-2 oraz wysoce patogennego OG1RF. Badanie kinetyki
poziomu bakterii tych dwoch szczepdw wykazato, Ze patogenny szczep OG1RF gwattownie
namnazat sic wewnatrz zakazonych larw osiagajac wartosé¢ 10® CFU na larwe, natomiast ilo$é
niepatogennych bakterii JH2-2 pozostawata na statym poziomie przez przynajmniej 2 dni po
infekcji. Badanie mikroskopowe zakazonych przez obydwa szczepy bakterii znakowane GFP
potwierdzity wczesniejsze wyniki - larwy zakazone OG1RF rozwingly zmiany przypominajace
martwice tkanek w miejscach wzrostu bakterii, takze poza uktadem krwiono$nym. Natomiast larwy
zakazone fluorescencyjnym szczepem JH2-2 pozostaty nienaruszone morfologicznie, a
wystepowanie fluorescencyjnych bakterii byto ograniczone do niewielkich ognisk pozostajacych w

uktadzie krwiono$nym.

Korzystajac z przezroczystosci larw oraz dostgpnych linii transgenicznych danio pr¢gowanego,
nastepnie zbadano odpowiedz komorek wrodzonego uktadu odpornosci. Wykazalismy, ze u larw

danio pregowanego zakazonych 1500 CFU fluorescencyjnego E. faecalis OGIRF, duza czes¢



bakterii fluorescencyjnych byta zdolna do unikania fagocytozy i1 pozostawata wolna w krwioobiegu.
Natomiast enterokoki szczepu JH2-2, cho¢ podane w znacznie wyzszej dawce (10 000 CFU), byty
szybko internalizowane przez makrofagi. Co ciekawe, usuni¢cie komorek wrodzonego uktadu
odpornosci, prowadzito do gwaltownej $§mierci larw zakazonych szczepem OG1RF, natomiast
szczep JH2-2 pomimo, ze byt zdolny do intensywnej proliferacji wewnatrz gospodarza
pozbawionego fagocytow, nie byt w stanie wywola¢ objawow chorobowych w postaci uszkodzenia

tkanek, co obserwowano w zakazeniach szczepem OG1RF.

Stworzony w tej pracy model zakazenia pozwolit takze na ustalenie roli niektorych czynnikow
wirulencji E. faecalis w przebiegu uogdlnionego zakazenia. Dzigki zastosowaniu mutantow Szczepu
OG1RF, zidentyfikowali$my dwa kluczowe etapy zakazenia systemowego tj. 1 - unikanie
fagocytozy przez makrofagi, w czym posredniczyt ramnopolisacharyd Epa (ang. enterococcal
polysaccharide antygen) znajdujacy na powierzchni bakterii, a nastepnie 2 - uszkodzenie tkanek za
posrednictwem proteaz bakteryjnych kontrolowanych przez system quorum sensing Fsr
paciorkowca. Wykazalismy takze, ze heterologiczna ekspresja operonu fsr szczepu OG1RF w
szczepie JH2-2 przywraca jego wirulencj¢ oraz zdolno$¢ do uszkadzania tkanek w larwach

pozbawionych fagocytow.

Podsumowujac, publikacja ta pokazata, ze danio pregowany jest uzytecznym modelem do badania
patogenezy paciorkowca kalowego, umozliwiajacym zbadanie mechanizméw wirulencji
enterokokowej. Nowy model umozliwit poznanie ztozonych mechanizmoéw infekcji E. faecalis in
Vvivo w czasie i przestrzeni, od poczatkowej interakcji z wrodzonym uktadem odpornosciowym
gospodarza, poprzez dziatanie bakteryjnego quorum sensing in vivo, nastepnie degradacji tkanek
gospodarza prowadzacej do jego $mierci. Nasze badania wykazaty, ze larwy danio pregowanego
stanowig atrakcyjny alternatywny system modelowy do badania interakcji gospodarz-patogen
podczas infekcji E. faecalis, umozliwiajac identyfikacje wchodzacych w tg interakcje sktadnikow
odpornos$ci gospodarza jak i czynnikéw wirulencji patogenu. Ponadto, ustanowiony przeze mnie w
tej pracy model zostat wykorzystany w kolejnych badaniach opublikowanych w nast¢pnych
pracach, w ktorych jestem wspotautorem opisujacych kolejne czynniki wirulencji paciorkowca
kalowego oraz ich interakcj¢ z uktadem odpornosci gospodarza (Salamaga et al., 2017; Smith et al.,
2019).



4.4 Badanie roli fagocytow oraz mechanizmow wewnatrzkomorkowej degradacji bakterii

dwoinki zapalenia pluc przy uzyciu modelu danio pregowanego.

Jak wczesniej wspomniano, dwoinka zapalenia ptuc (pneumokok) jest gtdéwnym ludzkim patogenem
powodujacym inwazyjne i zagrazajace zyciu stany chorobowe i pozostaje powazng przyczyng
globalnej $miertelno$ci w zakazeniach bakteryjnych. Zrozumienie roli fagocytow w neutralizacji
bakterii jest nadal ograniczone, zwlaszcza in vivo, poniewaz wigkszo$¢ badan zakazenia
pneumokiem wykonano przy pomocy metod in vitro. Z tego powodu, celem mojej pigtej pracy
wchodzacej w sktad osiggniecia habilitacyjnego (P05) byto stworzenie modelu in vivo zakazenia
pneumokokiem, a nastegpnie zbadania interakcji pomigdzy pneumokokami a profesjonalnymi
fagocytami, takimi jak makrofagi i neutrofile. W dalszej kolejnos$ci postanowiono takze zbadac

mechanizmy zabijania pneumokoki przez komorki odpornosciowe.

W celu ustanowienia modelu zakazenia pneumokokiem, wykonali$my iniekcje dozylne réznymi
dawkami dwoch szczepow bakterii: typem dzikim D39 zawierajacym otoczke polisacharydowa
(capsule) oraz jego izogenicznym mutantem pozbawionym otoczki - D39 Acps. W poczatkowe;j
fazie badan, potwierdziliSmy kluczowa rol¢ otoczki w promowaniu wirulencji pneumokokoéw
poprzez hamowanie fagocytozy przez komorki zerne gospodarza. Zaobserwowali$my, ze
pneumokoki pozbawione otoczki (D39 Acps) sa szybko internalizowane przez makrofagi, CO
prowadzi do przezycia zakazonego gospodarza nawet jesli zostat zakazony wysokimi dawkami
bakterii rzedu 3000 CFU. Ponadto wykazaliémy, ze bakterie pozbawione otoczki nie sag w stanie
proliferowa¢ wewnatrz gospodarza i sg neutralizowane w ciggu jednego dnia od zakazenia.
Natomiast, niskie dawki pneumokokow dzikiego typu D39 spowodowaty 100% $miertelnosé¢
zakazonych larw w ciggu 48 godzin po zakazeniu, a bakterie namnazaty si¢ do poziomu

przekraczajacego 10° CFU w momencie $mierci gospodarza.

Szczegotowa analiza mikroskopowa interakcji bakterii z komorkami fagocytarnymi gospodarza
(makrofagami oraz neutrofilami) wykazata znaczacg rolg makrofagow w gwattownej internalizacji
pneumokokéw pozbawionych otoczki. Zdecydowana wigkszo$¢ podanego inokulum szczepu D39
Acps zostata sfagocytowana przez makrofagi juz w ciggu 1 godziny od zakazenia. Natomiast,
aktywnos$¢ neutrofili w internalizacji bezotoczkowych pneumokokow byta bardzo niewielka. W

przypadku typu dzikiego pneumokokoéw (D39), makrofagi byly w stanie internalizowac¢ tylko okoto



25% pneumokokow w ciggu 4 godzin od zakazenia, przy minimalnej aktywnos$ci fagocytarnej

neutrofili.

Wykorzystujac genetycznie indukowang deplecj¢ makrofagow, potwierdziliSmy kluczowa role
makrofagdw w usuwaniu bakterii. Larwy danio pregowanego, ktore zostaty pozbawione
makrofagéw umozliwiaty pneumokokom D39 Acps (ktore sg awirulentne dla dzikich larw)
gwattowna proliferacje in vivo co prowadzito do 100% $miertelnosci. W nastepnej czgsci pracy,
przy pomocy barwnikow fluorescencyjnych zaleznych od pH (Prajsnar et al., 2021),
zaobserwowali$my, Ze po internalizacji pneumokokow przez makrofagi, fagosomy zawierajace
bakterie ulegaja szybkiemu zakwaszeniu. W celu ustalenia roli zaobserwowanego zakwaszania,
zastosowaliSmy genetyczna i chemiczng inhibicji wakuolarnej ATPazy (v-ATPazy),
odpowiedzialnej za pompowanie protondw do wnetrza pecherzykow wewnatrzkmorkowych.
Zaobserwowali$my, ze larwy z zahamowang genetycznie lub chemicznie aktywnos$cig v-ATPazy nie
zakwaszaja obecnych w makrofagach fagosomow zawierajacych pneumokoki. Ponadto, inhibicja ta
zapobiegalta wewnatrzkomorkowemu zabijania bakterii, a nastepnie prowadzita do niekontrolowane;j
proliferacji pneumokokoéw i nastgpnie Smieré gospodarza. Obserwacja ta wskazata na kluczowa rolg
zakwaszenia fagosomow w odpornosci na inwazje pneumokokow. W pracy tej wykazalismy takze,
ze ustanowiony przez nas model zakazenia moze by¢ wykorzystany do badania skutecznos$ci

srodkow przeciwdrobnoustrojowych przeciwko pneumokokom in vivo.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy potwierdzaja, ze larwy danio pregowanego sg
przydatne do badania mechanizméw zabijania podczas infekcji pneumokokowe;j in vivo i
podkreslaja kluczows rolg zakwaszania fagosomalnego w makrofagach w neutralizacji

pneumokokdw.
4.5 Podsumowanie
Podsumowujgc omowiony powyzej cykl publikacji, za najwazniejsze SWoje osiggniecia uwazam:

Odkrycie zjawiska klonalnej ekspansji bakterii w rozwoju zakazenia gronkowca ztocistego u danio
pregowanego, pozniejsze potwierdzenie tego odkrycia u ssakow, a nastepnie ustalenie wptywu tego

procesu w selekcji antybiotykoopornych szczepow bakterii in vivo (P01, P02)



Zdetiniowanie roli autofagii w odpowiedzi profesjonalnych fagocytow na zakazenie gronkowcem
ztocistym przy uzyciu modelu danio pregowanego oraz wyjasnienie sprzecznych danych

literaturowych na temat odpowiedzi autofagicznej na zakazenie gronkowcem ztocistym (P03)

Stworzenie nowych modeli infekcji Enterococcus faecalis oraz Streptococcus pneumoniae przy
uzyciu larw danio pregowanego, zdefiniowanie roli czynnikow bakteryjnych oraz wrodzonego

uktadu odpornosci w przebiegu infekcji systemowej wywotanej przez te patogeny (P04, P05)
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnos$cia naukowgq albo artystyczna realizowana
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczego6lnosci
zagranicznej. Liczby w nawiasach (P01-P29) odnosza si¢ do moich publikacji wymienionych w
punktach I.2, 1.1 1 II.2 zatgcznika 3.

Swoja dotychczasowa prace naukowa realizowatem na 3 uniwersytetach (w tym 2 zagranicznych):

1. Uniwersytet Jagiellonski w okresach 2004-2006 (1a) oraz od 2019 (1b)
2. University of Sheffield (Wielka Brytania) w okresach 2006-2015 (2a) oraz 2017-2019 (2b)
3. Leiden University (Holandia) w okresie 2015-2017 (3).

Ad la. Za poczatek swojej aktywnosci naukowej uwazam prace magisterska, badania do ktore;j
wykonywatem w Zakladzie Mikrobiologii na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego pod opieka prof. dr hab. Jana Potempy. Podjatem si¢ wowczas udanej
proby heterologicznej nadekspresji, a nastgpnie oczyszczenia i wstepnej biochemicznej analizy
rekombinantowego biatka, ktore pdzniej zostato scharakteryzowane jako alternatywna podjednostka
sigma (c6S) gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus). Uzyskane przeze mnie wyniki badan
zostaly opisane w mojej pracy magisterskiej, ktérg obronitem w czerwcu 2006 r. oraz weszlty w

sktad oryginalnej pracy (P08), w ktorej jestem wspotautorem.



Ad 2a. Nastepnie we wrze$niu 2006 r. wyjechatem do Wielkiej Brytanii, gdzie rozpoczatem swoj
projekt doktorski realizowany na Wydziale Medycznym Uniwersytetu w Sheffield pod opieka prof.
Stephena Renshawa, oraz prof. Simona Fostera i Dr Vincenta Cunliffe w charakterze ko-
promotoréw. W ramach swojego doktoratu, podjalem si¢ ambitnego i wowczas bardzo
nowatorskiego projektu opracowania nowego modelu zakazenia gronkowcem ztocistym w larwach
danio pregowanego — W tamtym czasie intensywnie rozwijanego modelu w badaniach
biomedycznych. Udato mi si¢ stworzy¢ platformg¢ i narz¢dzia przydatne do badania interakcji
gospodarz-patogen w czasie rzeczywistym przy uzyciu najnowoczesniejszych technologii, takich
jak mikroskopia konfokalna, a takze wykorzystanie fluorescencyjnych reporteréw bakteryjnych oraz
transgenicznych linii danio prggowanego. Wykorzystatem techniki biologii molekularne;j i
komorkowej, aby zdefiniowa¢ znaczenie czynnikow zaréwno gospodarza, jak i patogenu jakie majg
znaczenie dla przebiegu choroby wywotanej gronkowcem ztocistym. Ten udany projekt doktorski
zaowocowal moja pierwsza publikacja jako wiodacy autor w czasopismie o wysokim
wspotezynniku oddziatywania — Cellular Microbiology (P09). Ta wysoce cytowana praca (150
cytowan wg Scopus, stan na 14.09.2023) jest moim gtéwnym osiggnieciem przed doktoratem i
stanowita podstawe mojej pracy doktorskiej obronionej w 2010 roku. W niniejszej publikacji
opisalem utworzenie, charakteryzacje 1 walidacje nowatorskiego modelu infekcji systemowe;j
wywotanej przez gronkowca ztocistego w larwach danio prggowanego. Stworzenie tej platformy
badawczej umozliwito szereg pdzniejszych odkry¢, zarowno moich (opisanych w osiggnieciu

habilitacyjnym oraz pozostalych osiagnieciach po doktoracie), jak i innych naukowcow.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, pozostatem w Sheffield gdzie zostalem zatrudniony na
stanowisku typu ‘post-doc’ w laboratorium prof. Simona Fostera w Department of Molecular
Biology and Biotechnology, Univerity of Sheffield. Na tym stanowisku pracowatem do stycznia
2015 uzyskujac w tym czasie takze roczne indywidualne stypendium badawcze (Research
Fellowship) od British Infection Association. Wyniki uzyskane podczas tego zatrudnienia zostaty

opublikowane w szeregu artykutow i dotyczyty nastgpujacych zagadnien:

Badanie interakcji gospodarz — gronkowiec zlocisty in vivo. Oprocz 2 prac wchodzacych w sktad
osiggniecia habilitacyjnego (P01, P02, opisanych szczegélowo w punkcie 4.2) bratlem udziat w
powstawaniu kilku artykutow (P12, P17, P22, P24, P26) w ktorych uzyliSmy modelu danio

pregowanego w infekcji gronkowcem ztocistym. Jestem takze autorem 2 rozdzialow ksiazki (P06,



P07) dotyczacych metodologii badan zakazen gronkowcem ztocistym in vivo (w modelu danio
pregowanego oraz myszy). Ponadto, w ramach wspotpracy z grupg profesora Andres Floto z
University of Cambridge podjatem si¢ zbadania roli neurotrofiny - czynnika wzrostu nerwow f3
(NGFp) 1 jego receptora o wysokim powinowactwie (TRKA) we wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej. Dokonalismy odkrycia, ze NGFf, odgrywa nieoczekiwang rolg, podobna do
zewnatrzkomorkowego biatka Spaetzle aktywujacego Sciezke sygnalowa Toll u bezkregowcow, w
odpornosci na zakazenie gronkowcem ztocistym u krggowcdw. Moja rola polegata na
wykorzystaniu modelu in vivo infekcji bakteryjnych w celu potwierdzenia uprzednich obserwacji na
modelach in vitro wykonanych w Cambridge. Przy pomocy technologii morpholino, wyciszytem
gen trkA danio pregowanego i wykazatem protekcyjny wptyw TrkA na odpowiedz immunologiczng
wobec gronkowca zlocistego, gdzie osobniki w wyciszonym genem trkA byly bardziej podatne na
zakazenie gronkowcem, a takze w mniejszym stopniu na enterokoki, niz osobniki kontrolne. Ten
fenotyp infekcyjny byliSmy w stanie odwréci¢ przez jednoczesne wstrzyknigcie mRNA kodujacego
trkA, a takze w linii transgenicznej danio pregowanego z specyficzng ekspresja trkA w makrofagach,
ktorg stworzylismy w naszym laboratorium. Nasze odkrycie, ktore ujawnito plejotropowe dziatanie
szlaku NGFB-TRKA, moze si¢ przyczyni¢ do powstania nowych strategii terapeutycznych,
szczegolnie w przypadku zakazen lekoopornymi szczepami bakterii. Praca ta zostata opublikowana

w bardzo prestizowym czasopismie Science, w ktorej jestem wspotwiodgcym autorem (P11).

Badanie interakcji gospodarz - patogen z rodzaju Enterococcus oraz gatunku Porphyromonas
gingivalis na modelach in vivo. Oprocz artykutu P04 wchodzacego do osiggnigcia naukowego,
szczegotowo opisanego w punkcie 4.3, zaangazowany bylem w kilka projektow dotyczacych
badania zakazeniami bakteriami z rodzaju Enterococcus (P10, P15, P16, P19) oraz bakterii gram-
ujemnej wywotujaca choroby przyzebia - Porphyromonas gingivalis (P13). Podobnie jak w
przypadku modelu zakazenia gronkowca ztocistego, ustanowione modele zakazenia Enterococcus
faecalis oraz Porphyromonas gingivalis staty si¢ istotnym narz¢dziem w dalszych badaniach

infekcji tymi patogenami.

Ad 3. Od lutego 2015 pracowatem na Uniwersytecie w Leiden (Holandia) gdzie do maja 2017
realizowatem uzyskane przeze mnie indywidualne stypendium Marii Sktodowskiej-Curie (Marie
Curie Individual Fellowship). W tym czasie zainteresowatem si¢ tematykq roli autofagii podczas

zakazen bakteryjnych i owocem mojej pracy w Leiden (a takze pdzniej w Sheffield) jest praca



wchodzaca w sktad mojego osiggnig¢cia naukowego (P03, opisana w punkcie 4.2) oraz szereg
artykutow w tej tematyce (P14, P18, P21, P23, P25, P29). W pracach tych uczestniczylem w
badaniach m. in. proceséw autofagii selektywnej oraz fagocytozy zwigzanej z LC3 podczas zakazen
bakterig gram-ujemng Salmonella enterica oraz gronkowcem ztocistym. Tematyka ta stala si¢
jednym z moich gtéwnych tematéw badawczych w obecnie realizowanych projektach (NCN Sonata

Bis 9 oraz NAWA Polskie Powroty 2019).

Ad 2b. Od maja 2017 zostalem ponownie zatrudniony na Uniwersytecie w Sheffield, tym razem na
Wydziale Medycznym w laboratorium swojego byltego promotora profesora Stephena Renshawa. W
Sheffield zatrudniony bytem do listopada 2019. Wynikiem tego zatrudnienia sg publikacje, w
ktérych utworzyliSmy nowa lini¢ transgeniczng danio pregowanego do wizualizacji
mieloperoksydazy w neutrofilach (P20) oraz stworzylismy model wrodzonego niedoboru
odpornosci typu APDS (ang. Activated PI3K Delta Syndrome) u danio pregowanego (P28).
Ponadto, w tym okresie rozpoczatem prace nad publikacja (P05, opisana szczegétowo w punkcie
4.4) wchodzaca w sktad osiggniecia naukowego, ktora dokonczytem podczas swojego biezacego

zatrudnienia na Uniwersytecie Jagiellonskim.

Ad 1b. Od grudnia 2019, jestem zatrudniony na swojej Alma Mater — Uniwersytecie Jagiellonskim,
na ktory powrdcitem po 13 latach spedzonych na zagranicznych uczelniach. Do tej pory owocem
mojej pracy na UJ jest publikacja (P27), w ktorej zbadali$my przebieg zakazenia wirusem TiLV
(ang. Tilapia Lake Virus) przy uzyciu modelu danio pregowanego. Podczas mojego biezacego

zatrudnienia kontynuowatem i zakonczytem takze wspomniang wczesniej prace PO5.

6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

lub sztuke.

Osiggniecia dydaktyczne

Podczas dotychczasowej pracy na Uniwersytecie Jagiellonskim bytem promotorem 2 prac
magisterskich obronionych w lipcu 2022 oraz lipcu 2023 oraz jednej pracy licencjackiej (praca
ztozona 14.09.23 r., planowana obrona - koniec wrzesnia 2023). Obecnie jestem promotorem dwoch
studentéw Biologii (II stopnia), ktorych obrony prac magisterskich zostaly zaplanowane na
czerwiec/lipiec 2024. Ponadto, jestem obecnie promotorem pomocniczym doktoranta zatrudnionego

w projekcie Sonata BIS, ktorego jestem kierownikiem (planowana obrona — pazdziernik 2026).



W trakcie swojego zatrudnienia w Leiden University (2015-2017) bytem promotorem pomocniczym
(co-promotor) 1 pracy doktorskiej (wraz z Prof. Annemarie Meijer, Leiden). Ponadto, bylem
opiekunem naukowym (co-supervisor) 2 prac magisterskich (wraz z Prof. Annemarie Meijer) oraz

opiekunem naukowym (co-supervisor) 1 pracy licencjackiej (wraz z Prof. Annemarie Meijer).

We wrzes$niu 2015, podczas pracy w Leiden, wyglositem wyktad na zaproszenie dla studentéw na
Uniwersytecie Technicznym w Delft (Holandia) dotyczacy zastosowania modelu danio
pregowanego do badan naukowych. Ponadto, prowadzitem wyktady na Leiden University dotyczace
uzycia danio pregowanego jako zwierzecia laboratoryjnego i doswiadczalnego podczas szkolen dla

0sob planujacych, wykonujacych i usmiercajacych zwierzeta (2 wyktady: marzec i maj 2016).

Po zatrudnieniu na Uniwersytecie Jagiellonskim w grudniu 2019 r. prowadzitem najpierw
pojedyncze wyktady oraz ¢wiczenia w ramach kurséw: ,,Bakteryjne choroby infekcyjne” WBT-
BCH330 — semestr letni 2019/20 (wyktad - maj 2020) oraz ,,Techniki immunobiologiczne” WBNZ-
676 — semestr zimowy 2020/21 (wyktad oraz prowadzenie ¢wiczen - pazdziernik-listopad 2020).

Od poczatku 2021 r. jestem pracownikiem badawczo-dydaktycznym (25% petnego wymiaru
godzinowego — 53 godziny pensum). Oprocz wyktadu na kursie ,,Techniki immunobiologiczne”
prowadz¢ konwersatoria w ramach przedmiotéw ,,Immunobiologia pordéwnawcza” oraz

,,Evolutionary Aspects of Comparative Immunology” (w jezyku angielskim).

Jestem takze wspotautorem nowego kursu ,,Wprowadzenie do mikrobiologii i wirusologii” gdzie

prowadze¢ cykl wyktadow dla studentéw pierwszego roku Biologii UJ.

Bytem takze zaproszonym prelegentem na 3 warsztatach organizowanych przez Polskie
Towarzystwo ,,Zebrafish” (PTZ) dla mtodych naukowcow w Polsce zainteresowanych uzyciem

danio pregowanego w badaniach naukowych.

Osiggniecia organizacyjne

Od 2021 r. jestem redaktorem-wspotpracownikiem (associate editor) w czasopismie ,,Frontiers in
Cellular and Infection Microbiology” (IF2022 = 5,7). Ponadto w latach 2021-2022 bytem
wspotredaktorem goscinnym (guest co-editor) wydania specjalnego ,,Fishing for Health: Zebrafish
models of Human Disease” w czasopismie Cells (IF2022 = 6,0), w ktorym opublikowano 10

artykutow.



Wykonalem ponad 20 recenzji prac dla czasopism naukowych takich jak m.in. Nature
Communications, Autophagy, Cellular Microbiology, Frontiers in Immunology, Infection and
Immunity, Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, Microbial Pathogenesis oraz Journal of

Visualized Experiments.

Od marca 2018 jestem cztonkiem-zatozycielem Polskiego Towarzystwa ,,Zebrafish” (PTZ).
Glownym zadaniem PTZ jest promowanie wspotpracy wsrdd oséb prowadzacych badania z
uzyciem danio prggowanego w Polsce i za granica. Poza wspotpracg naukowa, PTZ zajmuje si¢
edukacja naukowa, popularyzacja 1 promocja tego organizmu modelowego wséroéd ogétu
spoteczenstwa. Od pazdziernika 2021 zostalem wybrany na stanowisko Cztonka Zarzadu PTZ.
Ponadto, wspotorganizowatem Warsztaty PTZ, ktore odbyty sie¢ w Olsztynie (Wrzesien 2018),
Wroctawiu (Luty 2019) oraz Lublinie (Lipiec 2022). Bylem takze recenzentem wnioskéw w ramach
PTZ Travel grant.

Bratem udzial w ewaluacji wnioskow projektow badawczych dla Narodowego Centrum Nauki jako
recenzent w konkursach MINIATURA 5, 6 oraz 7 (w sumie 24 projekty) oraz jednego projektu
PRELUDIUM 10. Ponadto, zrecenzowatem jeden grant wewnetrzny w ramach programu

,Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza (IDUB)” na Uniwersytecie Wroctawskim.

Osiggniecia popularyzujgce nauke

W ramach swojej aktywnosci akademickiej angazowatem si¢ w popularyzacj¢ nauki poprzez
prowadzenie zaj¢¢ praktycznych dla mtodziezy podczas ,,British Science Week” w roku marcu 2017
w Sheffield.

Ponadto, jestem wspoétautorem artykulu popularnonaukowego w czasopismie Wszechswiat pt.
,,Znaczenie Danio pr¢gowanego W badaniach procesow epileptogenezy oraz badaniach
przesiewowych substancji przeciwdrgawkowych” opublikowanym w czasopi$mie Wszechswiat, t.
121, nr 10-12/2020 (Kinga Gawel, Tomasz K Prajsnar, Marta Marszatek-Grabska, Waldemar A
Turski, Camila V Esguerra). Jestem takze wspotautorem krotkiego artykutu w Projektor
Jagiellonski, ktory w bardzo zwiezly sposob opisuje co badajg naukowcy na UJ pt. ,,Danio
pregowany: mata rybka o wielkim potencjale” Projektor Jagiellonski *21 nr 3 (Krzysztof Rakus,

Tomasz Prajsnar, Magdalena Widziolek, Magdalena Chadzinska).



7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

W trakcie swojej dotychczasowej kariery bytem/jestem kierownikiem projektéw badawczych
finansowanych przez rdzne instytucje wspierajace nauke na 3 réznych uniwersytetach oraz

panstwach:

- British Infection Association research fellowship (University of Sheffield, Wielka Brytania),
2014-2015

- Marie Curie Intraeuropean Fellowship (Leiden University, Holandia), 2015-2017

- NAWA Polskie Powroty 2019 (Uniwersystet Jagiellonski), 2020-2024

- NCN SONATA BIS 9 (Uniwersystet Jagiellonski), 2020-2025

Sumaryczne zestawienie calego dorobku naukowego:

Moj dorobek naukowy wraz z jednotematycznym cyklem publikacji obejmuje wspotautorstwo w 29
publikacjach (27 artykutach oryginalnych oraz 2 rozdziatow ksigzki). 2 z tych prac zostalty

opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora, a 27 po jego uzyskaniu.
Catkowita liczba cytowan moich prac (stan na 14.09.2023 r., wg Scopus): 1954
Sumaryczny Impact Factor zgodny z rokiem ukazania si¢ prac: 220,70

Indeks Hirscha moich prac (stan na 14.09.2023, wg Scopus): 18

Elektronicznie
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