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1. Imie i Nazwisko: Iwona Bukowska-Osko

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

2010

2010

2006

2001-2004

Stopienn doktora nauk medycznych uzyskany na | Wydziale Lekarskim
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w Zaktadzie Immunopatologii
Chordéb Zakaznych i Pasozytniczych. Tytut rozprawy doktorskiej , Identyfikacja
oraz analiza molekularna regionu 5'UTR wirusa zapalenia watroby typu C (HCV)
w surowicy krwi i komdrkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) u
pacjentéw leczonych interferonem i rybawiryng”

Tytut diagnosty laboratoryjnego uzyskany w ramach studiéw podyplomowych z
zakresu Analityka Medyczna, w Centrum Ksztatcenia Podyplomowego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Tytut magistra biotechnologii specjalizacja mikrobiologia uzyskany na Wydziale
Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, tytut pracy: , Analiza funkcjonalna biatka
OmpR Yersinia enterocolitica — oddziatywanie OmpR z sekwencja promotorowg
genu inwazyny”.

Studia Licencjackie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego na
kierunku  Biotechnologia  specjalizacja  Mikrobiologia, tytut pracy:
»0Oddziatywania miedzy bakteriami patogennymi a organizmem gospodarza —
molekularne podstawy wybranych proceséw”.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

2010 - obecnie

2010

adiunkt w Zaktadzie Immunopatologii Choréb Zakaznych i Pasozytniczych,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

asystent w Zaktadzie Immunopatologii Chordb Zakaznych i Pasozytniczych,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze
zm. w Dz. U.z2016r. poz. 1311.):



a) Tytut cyklu tematycznego prac:

»Zastosowanie sekwencjonowania nastepnej generacji w badaniach nad etiologig i patogeneza
zakazen wirusowych”

Podstawe ubiegania sie o tytut doktora habilitowanego stanowi cykl 5 publikacji powigzanych
tematycznie, opublikowanych w latach 2015-2018:
b) Wykaz publikacji wchodzgcych w sktad cyklu habilitacyjnego:

1. Bukowska-Osko |, Perlejewski K, Caraballo Cortés K, Pollak A, Berak H, Pawetczyk A, Horban A,
Kosinska J, Ptoski R, Laskus T, Radkowski M. ,Next-generation sequencing analysis of new genotypes
appearing during antiviral treatment of chronic hepatitis C reveals that these are selected from pre-
existing minor strains”. J Gen Virol. 2018. 99: 1633-1642.

IF=2,514 i MNiSW=30

2. Bukowska-0sko I, Perlejewski K, Pawetczyk A, Rydzanicz M, Pollak A, Popiel M, Cortés KC, Paciorek
M, Horban A, Dziecigtkowski T, Radkowski M, Laskus T. ,,Human Pegivirus in Patients with Encephalitis
of Unclear Etiology, Poland”. Emerg Infect Dis. 2018. 24(10):1785-1794.

IF=7,422 i MNiSW=45

3. Bukowska-0sko |, Perlejewski K, Nakamura S, Motooka D, Stokowy T, Kosinska J, Popiel M, Ptoski R,
Horban A, Lipowski D, Caraballo Cortés K, Pawetczyk A, Demkow U, Stepien A, Radkowski M, Laskus T.
»Sensitivity of Next-Generation Sequencing Metagenomic Analysis for Detection of RNA and DNA
Viruses in Cerebrospinal Fluid: The Confounding Effect of Background Contamination”. Adv Exp Med
Biol. 2017. 944: 53-62
IF=1,937 i MNiSW=25

4. Perlejewski K, Bukowska-Osko I, Nakamura S, Motooka D, Stokowy T, Ptoski R, Rydzanicz M,
Zakrzewska-Pniewska B, Podlecka-Pietowska A, Nojszewska M, Gogol A, Caraballo Cortés K, Demkow
U, Stepien A, Laskus T, Radkowski M. ,,Metagenomic Analysis of Cerebrospinal Fluid from Patients with
Multiple Sclerosis”. Adv Exp Med Biol. 2016. 935:89-98.

IF=1,937 i MNiSW=25

5. Perlejewski K, Popiel M, Laskus T, Nakamura S, Motooka D, Stokowy T, Lipowski D, Pollak A,
Lechowicz U, Caraballo Cortés K, Stepien A, Radkowski M, Bukowska-Osko I. , Next-generation
sequencing (NGS) in the identification of encephalitis-causing viruses: Unexpected detection of human
herpesvirus 1 while searching for RNA pathogens”. J Virol Methods. 2015. 15;226:1-6.

IF=1,508 i MNiSW=20

taczny wspétczynnik oddziatywania Impact Factor zgtaszanych prac jako osiggniecie wynosi 15,316
(pkt. MNiSW = 145)

c) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego
wykorzystania.



Opracowanie i rozwdj technik sekwencjonowania nastepnej generacji (Next-Generation
Sequencing; NGS), stworzyto mozliwosci przeprowadzania szczegétowej analizy sekwencji kwaséw
nukleinowych w badanym materiale klinicznym. W zaleznosci od zastosowanego podejscia (analiza
genomowa lub metagenomiczna) sekwencjonowanie nastepnej generacji umozliwia identyfikacje i
charakterystyke pojedynczych mikroorganizméw lub ich catych populacji. Analiza genomowa
wykorzystywana jest m.in. do badania zmiennosci genetycznej populacji wirusowych, zwtaszcza bardzo
zmiennych patogendw takich jak HCV czy HIV, jak réwniez identyfikacji wariantow cechujacych sie
specyficznymi wiasciwosciami czy tez unikajacych odpowiedzi immunologicznej. W mikrobiologii
klinicznej natomiast stanowi bardzo dobre narzedzie wykorzystywane do identyfikacji szczepdow
wielolekoopornych, jak rowniez transmisji i Zzrédet zakazen wykorzystujgc analize filogenetyczna.
Podejscie metagenomiczne z zastosowaniem NGS stanowi zupetnie nowy kierunek badan,
umozliwiajgc analize catych populacji mikroorganizméw wystepujgcych w danym $rodowisku z duzg
czutoscia. Przewagg tego podejscia w odniesieniu do tradycyjnych, rutynowych metod
wykorzystywanych w diagnostyce choréb zakaznych takich jak hodowle mikroorganizmdéw, metody
serologiczne i molekularne, jest brak koniecznosci posiadania wiedzy na temat patogendw
wystepujgcych w danym materiale, co ma szczegdlne znaczenie w kontekscie chordb zakaznych,
wywotywanych przez szerokie spektrum czynnikéw etiologicznych. Ponadto umozliwia detekcje
mikroorganizmow bez koniecznosci ich wczedniejszej hodowli oraz identyfikacje zakazen mieszanych
wywotanych kilkoma patogenami lub ich wariantami. Z wykorzystaniem analizy metagenomicznej
scharakteryzowano caty mikrobiom poszczegdlnych uktadéw i narzaddéw réznych grup pacjentéow, w
tym m.in. flore bakteryjna przewodu pokarmowego (Metagenomics of the Human Intestinal Tract).
Sekwencjonowanie nastepnej generacji jest potencjalnie najlepszym narzedziem umozliwiajgcym
detekcje zmiennych mikroorganizmoéw, diagnostyke zakazen mieszanych oraz wykrywanie nowych jak
rowniez znanych patogendw, ale dotychczas niepowigzanych z danym zaburzeniem.

Przedmiotem prac stanowigcych podstawe niniejszego postepowania habilitacyjnego byty
badania dotyczace mozliwosci wykorzystania opracowanej metodyki (opartej na sekwencjonowaniu
nastepnej generacji na platformie lllumina) w identyfikacji zakazern mieszanych oraz zmiennosci
molekularnej wirusdw (analiza genomowa), jak réwniez wykrywanie mikroorganizméw w ptynie
mozgowo-rdzeniowym (analiza metagenomiczna).

Pracanr 1.

Bukowska-0Osko I, Perlejewski K, Caraballo Cortés K, Pollak A, Berak H, Pawetczyk A, Horban A, Kosiriska
J, Ptoski R, Laskus T, Radkowski M. ,Next-generation sequencing analysis of new genotypes appearing
during antiviral treatment of chronic hepatitis C reveals that these are selected from pre-existing minor
strains”. J Gen Virol. 2018. 99: 1633-1642.)

W prezentowane] pracy podjeto realizacje kilku zatozen badawczych dotyczacych
wykorzystania NGS w kontekscie badania zakazen mieszanych réznymi genotypami wirusa zapalenia
watroby typu C (HCV) w grupie pacjentow z koinfekcjg ludzkim wirusem niedoboru odpornosci (HIV) i
HCV podczas leczenia interferonem a i rybawiryng. Wyznaczony kierunek badan dotyczyt: a)
weryfikacji przydatnosci NGS w identyfikacji jednoczesnego wystepowania réznych genotypow HCV w
materiale klinicznym; b) identyfikacji réznych genotypéw HCV w surowicy krwi oraz komdrkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC); c) okresleniu dynamiki zmian w populacji HCV w trakcie
leczenia przeciwwirusowego; d) okresleniu potencjalnej roli komaérek jednojadrzaste krwi obwodowe;j
(PBMC) jako rezerwuaru réznych genotypdw wirusa.



Zakazenia mieszane réznymi genotypami wirusa zapalenia watroby typu C oscylujg w granicach 4-17%
i maja istotny wptyw na przebieg choroby bedac czesto odpowiedzialnymi za niepowodzenie terapii
antywirusowych. Pojawienie sie nowego genotypu w trakcie leczenia moze by¢ spowodowane
nadkazeniem, jak rowniez ujawnieniem sie innego genotypu obecnego juz przed leczeniem, ktéry
cechuje sie staba replikacjg lub wiekszg opornoscig na leczenie. W zwigzku z duzym potencjatem
replikacyjnym HCV, pojawienie sie niewielkich réznic w szybko$ci namnazania sie wspotistniejgcych
wariantdw moze prowadzi¢ do dominacji w okreslonej niszy ekologicznej przez jeden z nich. Poprawne
okreslenie genotypu wirusa oraz sktadu populacji HCV ma istotne znaczenie w diagnostyce zakazen
mieszanych, w kontekscie réznicowania nadkazen oraz koinfekcji. Trudnosci w okresleniu momentu
zakazenia oraz precyzyjnego wykrycia wspdtistniejgcych wariantéw warunkujg potrzebe poszukiwan
lepszych rozwigzan diagnostycznych, gdyz genotypy stanowigce niewielki odsetek populacji sg czesto
niewykrywalne przez komercyjne testy laboratoryjne. Rutynowo stosowane metody umozliwiajg
detekcje okreslonego genotypu czy wariantu, jesli stanowi on co najmniej 10-30% populacji wirusa.
W pracy wykorzystano wtasng procedure obejmujacg amplifikacje sekwencji 5’UTR HCV przy
uzyciu specjalnie zaprojektowanych primeréw fuzyjnych. Zastosowane primery oprécz sekwencji
specyficznych wzgledem regionu niekodujgcego HCV (5’UTR) zawierajg rowniez sekwencje niezbedne
do identyfikacji préobek (kodowanie) oraz przeprowadzenia bezposredniego sekwencjonowania
uzyskanych amplikonéw na aparacie MiSeq firmy Illlumina.
W prezentowanym badaniu wykazano przydatnos¢ NGS w wykrywaniu mieszanek genotypow
zwitaszcza w kontekscie identyfikacji genotypdéw niszowych. Wykazano, iz przy zastosowanym
podejsciu istnieje mozliwo$¢ detekcji mieszanki genotypdw w proporcji 1:10%. Analiza zmieszanych ze
sobg plazmidéw zawierajgcych sekwencje genotypdw 1, 3 i 4 w szerokim zakresie proporcji wykazata,
iz domieszki plazmiddw o najnizszym stezeniu 102 kopii ha reakcje byty zawsze wykrywane, a odsetek
wykrywanych sekwencji danego genotypu wynosit 0,01% wszystkich odczytéw. Wykluczono wptyw
wiremii na wyniki rozktadu genotypéw w badanym materiale. Analiza seryjnych rozciefczen proébki
surowicy krwi (10%, 103, 10%i 10 kopii wirusa na reakcje) o znanym mianie HCV i wcze$niej potwierdzong
mieszaning genotypdéw 1 i 4 wykazata proporcjonalny wzgledem siebie rozktad genotypdéw w trzech
najwyzszych stezeniach, przy ktorych zidentyfikowano sekwencje HCV. Odsetek odczytéw genotypu 4
wahat sie od 41% do 47%, natomiast genotypu 1 od 53% do 62%.
Wykluczono mozliwos¢ nieprawidtowej identyfikacji genotypu spowodowanej brakiem ,wiernosci
przepisywania” na poziomie reakcji RT-PCR oraz sekwencjonowania. Oszacowano bowiem, iz
prawdopodobieAstwo zmiany w segmentach regionu 5’UTR warunkujgcych genotyp wynosi 1:10°
(najmniej liczny genotyp niszowy zidentyfikowany podczas analizy prébek klinicznych stanowit 0,01%
wzgledem wszystkich odczytow).

Kolejny etap badan obejmowat detekcje mieszanek genotypdw w prébkach surowicy krwi i
komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) u siedmiu pacjentéw z koinfekcjag HCV/HIV w
celu ustalenia czy przemijajgca lub trwata zmiana genotypu podczas leczenia przeciwwirusowego moze
by¢ wynikiem superinfekcji czy tez wynikiem selekcji genotypu niszowego obecnego przed leczeniem.
Prébki pochodzity bezposrednio sprzed rozpoczecia terapii, z okresu leczenia (2, 4, 6, 8, 12, 20, 24, 36,
44 i 48 tydzien) i 6 miesigca po zakonczeniu leczenia. Mieszanine dwdch réznych genotypow wykryto
w prébkach przed leczeniem u pieciu pacjentéw, a odsetek genotypu niszowego oscylowat na poziomie
od 0,02% do 38%. Przejsciowa lub trwatg zmiane dominujgcego genotypu zaobserwowano u szesciu
pacjentéw. W trzech przypadkach dominujacy genotyp 3 zostat zastgpiony przez genotyp 4, w dwéch
przypadkach genotyp 3 zostat zastgpiony genotypem 1, a u jednego pacjenta genotyp 1 zostat
zastgpiony genotypem 4. Wspotwystepowanie réznych genotypdw HCV jest zatem czeste i wydaje sie



niedoszacowane w odniesieniu do danych uzyskiwanych z wykorzystaniem rutynowych testow
diagnostycznych. Jak wykazano w prezentowanej pracy czesto drugi genotyp wystepuje w bardzo
niskich stezeniach (od 0,01 — 0,17%). Co ciekawe, w trakcie leczenia dochodzito do zmiany genotypu i
dominacji wczesniej mniej licznego genotypu.

Przemijajgca obecnos¢ lub zmiana dominujgcych genotypéw teoretycznie moze byc
nastepstwem nadkazenia lub tez wynika¢ z selekcji wystepujgcego przed leczeniem mniej licznie
reprezentowanego genotypu HCV. W badanej grupie pacjentéw wykrycie w pieciu przypadkach
obecnosci dwéch genotypdw wirusa przed leczeniem potwierdzatoby drugg mozliwos¢. Natomiast u
pozostatych dwéch pacjentéw nie mozna wykluczy¢ nadkazenia w trakcie leczenia. Przedstawione
badanie jest pierwszym, w ktérym udokumentowano prawdopodobng wiekszg wrazliwosé na leczenie
genotypu 3 w poréwnaniu z genotypami 1 i 4 w warunkach koinfekcji, gdzie konkurencja pomiedzy
genotypami jest bezposrednia.

Analiza wariantéw molekularnych genotypéw HCV pochodzgcych z PBMC i surowicy krwi czesto
wykazywata brak zgodnosci w odniesieniu do proporcji co sugeruje, ze PBMC i surowica krwi stanowig
dwa oddzielne kompartmenty z wtasng dynamika replikacji wirusa.

Praca nr 2.

Bukowska-Osko I, Perlejewski K, Pawetczyk A, Rydzanicz M, Pollak A, Popiel M, Cortés KC, Paciorek M,
Horban A, Dziecigtkowski T, Radkowski M, Laskus T. ,,Human Pegivirus in Patients with Encephalitis of
Unclear Etiology, Poland”. Emerg Infect Dis. 2018. 24(10):1785-1794.

Ludzki pegiwirus (HPgV), wczesniej nazywany wirusem zapalenia watroby typu G lub GBV-C,
jest wirusem RNA nalezgcym do rodziny Flaviviridae o nieustalonej patologii u cztowieka. Sugerowany
jest zwigzek pomiedzy zakazeniem HPgV a rozwojem chordb limfoproliferacyjnych: chtoniaka
nieziarniczego (non-Hodgkin’s lymphoma), ziarnicy ztosliwej (Hodgkin’s disease) oraz szpiczaka
mnogiego (multiple myeloma). Szczegdlnie interesujgcy wydaje sie wptyw HPgV na przebieg zakazenia
HIV u 0sdéb z koinfekcjg HPgV i HIV. U tych chorych obserwuje sie bowiem wolniejszy przebieg zakazenia
oraz pdzniejszy rozwoj petnoobjawowego zespotu nabytego niedoboru odpornosci (AIDS), jak rowniez
dtuzszg dtugos¢ zycia w porédwnaniu do oséb niezakazonych HPgV. Czestos¢ zakazenia tym wirusem
rozni sie w poszczegdélnych regionach geograficznych i oscyluje na poziomie 0,9% do 9%. W Polsce
odsetek os6b zakazonych wynosi ok. 3,2%. Jego obecnos$¢ wykazano: w szpiku kostnym, komérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) w tym w limfocytach T i B, komérkach NK oraz monocytach,
jak réwniez w surowicy krwi, miesniach, Sledzionie, watrobie i nerkach. Najnowsze badania sugerujg
mozliwos$¢ zakazenia przez HPgV osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Obecnos$¢ wirusa
stwierdzono bowiem w modzgu pacjenta z stwardnieniem rozsianym oraz w plynie mdzgowo-
rdzeniowym (PMR) chorego z zapaleniem médzgu (ZM) i koinfekcjg HIV. Dotychczas nie wykazano
jednoznacznie aktywnej replikacji HPgV w OUN.

W ramach prowadzonych przeze mnie badain obejmujgcych diagnostyke zapalen mdzgu o
nieustalonej etiologii z wykorzystaniem sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)
przeanalizowano prébki surowicy krwi i ptynu mézgowo-rdzeniowego pochodzace od 96 pacjentow z
zapaleniem mézgu w kierunku HPgV oraz dziewieciu najczesciej wystepujgcych czynnikéw
etiologicznych ZM: wirus opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1), wirus opryszczki pospolitej typu 2 (HSV-
2), wirus ospy wietrznej i potpasca (VZV), wirus cytomegalii (CMV), ludzki herpeswirus typu 6 (HHV-6),
enterowirusy, wirus kleszczowego zapalenia mézgu (TBEV), wirus zachodniego nilu (WNV) oraz ludzkie
adenowirusy. Jednoczesng obecno$¢ HPgV w surowicy krwi i ptynie mdzgowo-rdzeniowym



stwierdzono u 3 pacjentéw, przy braku obecnosci ktéregokolwiek z pozostatych poszukiwanych
patogendéw. U pozostatych pacjentéw HSV-1 wykryto w 22 przypadkach, enterowirus w 6, VZV w 5,
TBEV w 6 i CMV w 2 przypadkach. Charakterystyke populacji HPgV w poszczegdlnych kompartmentach:
surowicy krwi i PMR przeprowadzono przy wykorzystaniu analizy polimorfizmu konformacji
jednoniciowych fragmentéw DNA (SSCP) oraz NGS. Weryfikowano zmiennos¢ dwdch regiondw
genomu wirusa: regionu niekodujgcego 5'UTR oraz regionu kodujgcego biatko E2. Analiza
filogenetyczna wykazata obecnosé kilku wariantéw unikalnych dla PMR, u 3 pacjentéw w obrebie
5’UTR i dwdch w obrebie regionu kodujgcego biatko E2. Sekwencje unikatowe stanowity 2,28% -
29,31% wszystkich wariantow dla 5 'UTR i 27,28% - 41,78% wszystkich wariantéw E2. Zidentyfikowane
réznice pomiedzy populacjg wirusa w PMR i w surowicy krwi mogg mie¢ znaczenie biologiczne. Biorgc
pod uwage funkcje regionu 5'UTR mozna przypuszczaé, ze przynajmniej niektore ze zmian
nukleotydowych w sekwencji 5'UTR warunkujg tropizm komdrkowy HPgV. Natomiast na poziomie
aminokwasow zaobserwowano dwie unikatowe zmiany w regionie E2 w wariantach zlokalizowanych
w PMR w stosunku do wariantdw obecnych w surowicy krwi: u jednego pacjenta seryna zostata
zmieniona na fenyloalanine w pozycji 508, a u drugiego pacjenta, prolina ulegta wymianie na leucyne
w pozycji 572. Obie zmiany wystepujg w obrebie przewidywanych regiondw zawierajgcych epitopy dla
komadrek B, co sugeruje, iz powstaty one w nastepstwie presji uktadu immunologicznego. Ponadto
druga zidentyfikowana zmiana zlokalizowana jest w regionie E2, zawierajgcym miejsce antygenowe
prawdopodobnie uczestniczgce w wigzaniu lub fuzji komérek.

Podsumowujac, w pierwszym tego typu badaniu na Swiecie, wykazano istnienie rdznic
pomiedzy sekwencjami HPgV pochodzacymi z surowicy krwi i ptynu mdzgowo-rdzeniowego, co
potwierdza kompartmentalizacje wirusa wzgledem osrodkowego uktadu nerwowego.

Praca nr 3.

Bukowska-0Osko I, Perlejewski K, Nakamura S, Motooka D, Stokowy T, Kosiniska J, Popiel M, Ptoski R,
Horban A, Lipowski D, Caraballo Cortés K, Pawetczyk A, Demkow U, Stepien A, Radkowski M, Laskus T.
»Sensitivity of Next-Generation Sequencing Metagenomic Analysis for Detection of RNA and DNA
Viruses in Cerebrospinal Fluid: The Confounding Effect of Background Contamination”. Adv Exp Med
Biol. 2017. 944:53-62

W prezentowanej pracy oceniona zostata czuto$¢ oraz obserwowane tto (zanieczyszczenia)
opracowanej przez nas analizy metagenomicznej, w wykrywaniu wiruséw RNA reprezentowanych
przez ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV) i wirusow DNA w oparciu o wirus opryszczki pospolitej
(HSV), w ptynie mdézgowo-rdzeniowym (PMR).

Opracowana procedura obejmuje: izolacje materiatu genetycznego z PMR, amplifikacje RNA z
wykorzystaniem izotermicznej amplifikacji RNA (Ribo-SPIA), przygotowanie biblioteki i
sekwencjonowanie na platformie lllumina. Jednym z istotniejszych aspektow procesu jest analiza
bioinformatyczna stanowigca ostatni i kluczowy etap badadn metagenomicznych. Gtéwnym
problemem, z jakim nalezy sie zmierzy¢ w badaniach opartych na analizie metagenomicznej, jest mata
ilos¢ materiatu genetycznego potencjalnych czynnikéw zakaznych w PMR oraz analiza
bioinformatyczna uzyskanych danych.

Jednym z kluczowych parametrow wymagajacych okreslenia jest optymalna ,gtebokos¢”
sekwencjonowania niezbedna do identyfikacji patogenu ale takze petnej jego charakterystyki
molekularnej.



W prezentowanej pracy gtebokosé sekwencjonowania zostata okreslona na poziomie ok 30 milionéw
odczytéw na préobke. Uzyskano tgcznie 135 838 381 odczytow dla 4 prébek zawierajgcych rézne
stezenia HSV-1 (10%, 102, 10% i 10* kopii wirusa na reakcje) co stanowi 29,4-37,3 miliona odczytéw na
probke oraz 130 7834 29 dla 4 prdbek o analogicznych stezeniach HIV (25,5-38,8 milionow odczytéw
na probke). Sekwencje wirusowe stanowity 0,001-0,620% wszystkich odczytéw w prébkach HIV-
dodatnich i 0,040-2,540% wszystkich odczytéw w préobkach HSV dodatnich.

Kolejnym istotnym zagadnieniem w przypadku analizy metagenomicznej jest punkt odciecia,
przyjmowany przy ostatecznej interpretacji wynikow. Niestety, w przypadku duzej liczby danych,
uzyskanych podczas sekwencjonowania nastepnej generacji, bardzo trudno jednoznacznie okresli¢ czy
mniej licznie zidentyfikowane sekwencje faktycznie nalezg do danego patogenu czy tez stanowig
artefakt reakcji, zanieczyszczenie lub sg btednie przypisanymi odczytami z innej prébki. Istotnym
aspektem utatwiajgcym interpretacje wynikéw moze by¢ odtworzenie genomu mikroorganizmu, a im
wiekszy rozktad zidentyfikowanych sekwencji na genomie i procent jego odtworzenia, tym wieksze
prawdopodobienstwo identyfikacji czynnika zakaznego. Interpretacja wynikdéw na podstawie tego
parametru jest ograniczona w przypadku bardzo zmiennym wiruséw RNA, prébek o niskim mianie
patogenu oraz w przypadku obecnosci licznych zanieczyszczen pochodzenia zewnetrznego.

Obecnie nie zostaty przyjete jednoznaczne kryteria warunkujace identyfikacje patogenu w badanym
materiale. Teoretycznie okreslenie obecnosci patogenu moze by¢ juz mozliwe na podstawie jednego
lub kilku odczytow przy zastosowaniu kompleksowej analizy bioinformatycznej danych.

W zastosowanym w pracy podejsciu udato sie wykry¢ sekwencje HSV i HIV, stanowigce odpowiednio
0,003% i 0,006% wszystkich odczytéw. Czuto$é prezentowanej analizy metagenomicznej
oszacowali$my na poziomie 10° kopii HSV-1 i 102 kopi HIV w PMR. Zaobserwowano korelacje pomiedzy
stezeniem materiatu genetycznego analizowanych wiruséw a odsetkiem odczytéow specyficznych
wzgledem HSV i HIV, jak rowniez stopniem odtworzenia badanych patogendéw. W przypadku HIV w
probce o stezeniu 10* kopii w wirusa az 96,2% wszystkich odczytéw wirusowych wykazywato
homologie z genomem HIV (0,6% wszystkich odczytédw), odtworzenie genomu HIV uzyskano na
poziomie 97,0%. W prébkach zawierajgcych stezenia 10%i 10% HIV odpowiednio 88,5% i 73,8% spos$rdd
sekwencji wirusowych odpowiadato HIV (0,022% i 0,006% wszystkich odczytédw). Odtworzenie genomu
HIV uzyskano na poziomie odpowiednio 90,2% (10 kopii HIV) i 30,0% (10? kopii HIV). W przypadku
HSV-1 sekwencje specyficzne wzgledem HSV-1 stanowity odpowiednio 0,13% i 25,90% wszystkich
odczytéw wirusowych w prébkach o stezeniu 10% i 10* kopii/reakcje (0,003% i 0,028% wszystkich
odczytoéw). Odtworzenie genomu HSV-1 uzyskano natomiast na poziomie odpowiednio 3,6% i 13,0%.

Drugim zagadnieniem rozpatrywanym w pracy byto okreslenie ,tta” ze strony potencjalnych
zanieczyszczen  charakterystycznych dla  przedstawionej procedury. ,Tto” w analizach
metagenomicznych stanowig m.in. sekwencje ludzkiego materiatu genetycznego, zawarte w
odczynnikach (sekwencje bakteryjne) oraz artefakty generowane podczas sekwencjonowania.
Potencjalnym rozwigzaniem tego problemu moze by¢ stosowanie w kazdej analizie kontroli
negatywnych, wykonanie analizy w powtdrzeniach oraz odpowiednie bioinformatyczne opracowanie
danych polegajace m.in. na eliminacji najczesciej wystepujgcych bakteryjnych zanieczyszczen lub
dokonywanie statystycznej oceny prawdopodobienstwa faktycznej obecnosci czynnika zakaznego w
probce.

W prezentowanej pracy uwzgledniono wszystkie z powyzszych rozwigzan. Jako materiat kontrolny
zastosowano dwie probki wody oraz PMR od pacjenta z chorobg neuronu ruchowego (ang. MND). W
prébkach wody dominowaty odczyty zakwalifikowane jako ,inne” (sekwencje roslinne, wirusy roslinne
i konstrukty syntetyczne); (31,4% i 60,3%) jak rowniez sekwencje bakteryjne (5,8% i 21,4%). W PMR



90,8% wszystkich odczytéw stanowity natomiast sekwencje ludzkie, nastepnie pod wzgledem
liczebnosci dominowaty odczyty zakwalifikowane jako ,inne” (3,1%) oraz bakteryjne (2,3%). W
probkach PMR zawierajacych HCV i HIV obserwowalismy analogiczny rozktad procentowy odczytéw
stanowigcych tto. Sekwencje ludzkie stanowity 90% uzyskanych wszystkich odczytéw, bakteryjne
natomiast oscylowaty na poziomie 1%-4,1%.

Podsumowujgc, prezentowana procedura analizy metagenomicznej uwzgledniajgca
amplifikacje RNA Ribo-SPIA, a nastepnie sekwencjonowanie na platformie lllumina wydaje sie by¢
obiecujgcg metodg umozliwiajaca identyfikacje patogendw wirusowych. Detekcja zaréwno patogendéw
RNA jak i DNA mozliwa jest z czutoscig na poziomie odpowiednio 10 i 10? kopii/reakcje. Ze wzgledu na
powszechnos$¢ zanieczyszczen, uzyskiwane wyniki powinny by¢ potwierdzone innymi niezaleznymi
metodami, takimi jak RT-PCR i PCR. Jak réwniez zaleca sie wykonywanie kontroli negatywnych
rownolegle z prébkami klinicznymi.

Praca nr 4.

Perlejewski K, Bukowska-Osko I, Nakamura S, Motooka D, Stokowy T, Ptoski R, Rydzanicz M,
Zakrzewska-Pniewska B, Podlecka-Pietowska A, Nojszewska M, Gogol A, Caraballo Cortés K, Demkow
U, Stepien A, Laskus T, Radkowski M. ,,Metagenomic Analysis of Cerebrospinal Fluid from Patients with
Multiple Sclerosis”. Adv Exp Med Biol. 2016. 935:89-98.

Podstawowym zatozeniem pracy byto poszukiwanie czynnika zakaznego w PMR u pacjentéw
ze stwardnieniem rozsianym (sclerosis multiplex, SM). W tym celu wykorzystano opracowang i
scharakteryzowang wczesniej (praca nr 3 w cyklu) analize metagenomiczng. Badanie to jest jedng z
pierwszych tego typu analiz na Swiecie. ldentyfikacja patogenu odpowiedzialnego za SM stanowitaby
przetom, ktédry mégtby doprowadzi¢ do poprawy metod leczenia oraz zmieni¢ podejscie do samej
choroby.

Stwardnienie rozsiane jest najczesciej wystepujacg chorobg demielinizacyjng osrodkowego
uktadu nerwowego o nieustalonej etiologii. Istniejg liczne przestanki o potencjalnie zakaznej etiologii
SM, w tym potwierdzona indukcja proceséw demielinizacyjnych przez czynniki zakazne (np. wirus odry,
ospy czy koronawirusy) czy tez wysokie stezenie IgG w ptynie mézgowo-rdzeniowym obecne takze w
innych zaburzen OUN o podtozu zapalnym i majgce etiologie zakazng (np. podostre stwardniajgce
zapalenie mdzgu) oraz wczesne zjawiska autoimmunologiczne zachodzace u pacjentéw z SM m.in.
potencjalnie zwigzane ze $miercig oligodendrocytéw (pierwszy rzut choroby).

Dotychczas nie udato sie jednoznacznie okresli¢ zwigzku pomiedzy wystepowaniem danego
patogenu a rozwojem SM. Detekcja czynnika zakaznego u tych pacjentéw jest obarczona licznymi
trudnosciami technicznymi i metodologicznymi co ma zwigzek ze specyfika przebiegu SM oraz
wiasciwosciami samych patogendw. Materiat powinien pochodzic z jak najwczesniejszej fazy choroby,
gdyz prawdopodobienstwo wystepowania patogenu jest woéwczas najwieksze. Ponadto niska
replikacja wirusa lub jego latentnos¢, minimalizuje skuteczno$s¢ metod bezposredniej detekcji
patogenu, moze on réwniez nie namnazac sie w hodowlach komérkowych. Z tego wzgledu analiza
metagenomiczna, umozliwiajgca charakterystyke catego mikrobiomu, wydaje sie optymalnym
narzedziem do poszukiwania potencjalnego czynnika zakaznego.

W badaniu przeanalizowano PMR od 12 pacjentéw z idiopatycznymi, demielinizacyjnymi
zaburzeniami zapalnymi (IIDD) osrodkowego uktadu nerwowego: w tym 10 pacjentéw z rozpoznanym
stwardnieniem rozsianym, jednego pacjenta, u ktérego rozpoznano klinicznie izolowany zespét (CIS)
oraz jednego z nawracajacym zapaleniem nerwu wzrokowego. Rownolegle z prébkami klinicznymi



analizowano, jako kontrole negatywng materiat pozyskany od pacjenta z zaburzeniami
neurologicznymi o niezapalnym charakterze. tacznie otrzymano 441 608 474 odczytéw. We wszystkich
probkach dominowaty odczyty zidentyfikowane jako ludzkie (84%-97% wszystkich odczytow w
prébkach CSF od pacjentéw z 1IDD oraz 91% w materiale kontrolnym). Sekwencje wirusowe stanowity
odpowiednio: pacjenci z IIDD 0,00085%-0,97591% wszystkich odczytéw, kontrola 0,01338%. We
wszystkich prébkach sposréd odczytéw wirusowych zidentyfikowano te nalezgce do bakteriofagéw.
Wytacznie w jednej prébce pochodzacej od pacjenta z CIS znaleziono 11 odczytdw odpowiadajgcych
sekwencjom wirusa ospy wietrznej i pétpaséca. VZV jest patogenem o wtasciwosciach neurotropowych
i stanowi czynnik etiologiczny m.in. zapalenia mézgu (ZM). Fakt wykrycia patogenu u pacjenta z CIS
rowniez ma istotne znaczenie gdyz jest to okres pojawienia sie pierwszych objawdw klinicznych az u
85% chorych z SM czyli z najwczesniejszej fazy choroby.

Podsumowujgc, identyfikacja sekwencji VZV u pacjenta z rozpoznaniem CIS moze stanowic
podstawe do prowadzenia dalszych badan.

Praca nr 5.

Perlejewski K, Popiel M, Laskus T, Nakamura S, Motooka D, Stokowy T, Lipowski D, Pollak A, Lechowicz
U, Caraballo Cortés K, Stepien A, Radkowski M, Bukowska-Osko I. ,Next-generation sequencing (NGS)
in the identification of encephalitis-causing viruses: Unexpected detection of human herpesvirus 1
while searching for RNA pathogens”. J Virol Methods. 2015. 15;226:1-6.

Wirusowe zapalenie mozgu jest ztozonym zaburzeniem neurologicznym, czesto o ciezkim
przebiegu i powaznych powikfaniach neurologicznych. Dotychczas zidentyfikowano ponad 100
wiruséw mogacych stanowic¢ podtoze zapalenia mdzgu, w praktyce czynnik etiologiczny udaje sie
jednak ustali¢ wytacznie w 40 - 70% przypadkow. Polskie dane epidemiologiczne wskazujg, iz w 2007
roku zarejestrowano 281 przypadkéw wirusowych zapalen mézgu, natomiast czynnik etiologiczny
ustalono wyfacznie u 26% chorych. Tak niski odsetek zidentyfikowanych zakazen wynika
prawdopodobnie z braku optymalnych testéw diagnostycznych.

Gtéwnym wyzwaniem diagnostyki zapalen mdzgu jest duza liczba i réznorodnos¢ potencjalnych
czynnikéw zakaznych wywotujacych chorobe. Stosowane obecnie, w ramach rutynowej diagnostyki,
metody serologiczne oraz molekularne cechujg sie swoistoscig wzgledem okreslonych patogendw, z
tego wzgledu panel poszukiwanych patogendw ogranicza sie do tych najczesciej wywotujacych dang
chorobe. Ograniczanie liczby czynnikdw zakaznych w panelu diagnostycznym niewatpliwie zmniejsza
prawdopodobienstwo okreslenia etiologii obserwowanych zaburzen. Identyfikacja natomiast rzadko
wystepujgcych lub nietypowych czynnikéw zakaznych (tzw. ,,emerging”) staje sie niemozliwa.

Rozwigzaniem trudnosci diagnostycznych wymienionych zakazen moze by¢ analiza metagenomiczna
wykorzystujgca sekwencjonowanie nastepnej generacji. Z tego wzgledu podjeliémy badania dotyczace
identyfikacji patogendw u pacjentéw z ZM o nieznanej etiologii z wykorzystaniem opracowanej analizy
metagenomicznej. W trakcie prowadzonych badan u jednego z pacjentéw stwierdzono obecnosé
sekwencji wirusa opryszczki pospolitej (HSV-1). Przypadek ten zostat opisany w prezentowanej
publikacji. Materiat (PMR) pochodzit od 60 letniego pacjenta z objawami ZM, u ktérego z
wykorzystaniem rutynowych metod diagnostycznych nie zidentyfikowano czynnika etiologicznego
obserwowanych zaburzen. Po sekwencjonowaniu uzyskano 1578856 odczytow z czego 2579
wykazywato homologie do genomu HSV-1 (99,8% sekwencji sposréd tych zidentyfikowanych jako
wirusowe). Jako kontrole negatywne (brak obecnosci HSV-1), zaprezentowano wyniki uzyskane dla



dwéch innych pacjentdéw z ZM o nieznanej etiologii oraz pojedynczego pacjenta z SM. We wszystkich
przypadkach nie stwierdzono obecnosci sekwencji HSV-1 wykluczajgc tym samym mozliwosé
zanieczyszczenia. Wynik analizy metagenomicznej potwierdzono wykorzystujgc reakcje PCR swoistg
dla HSV-1. Odtworzono réwniez genom wirusa poprzez naniesienie uzyskanych odczytéw na
sekwencje referencyjng HSV-1. Rozktad zidentyfikowanych sekwencji na catej dtugosci genomu HSV-1
jest kolejnym potwierdzeniem wiarygodnosci uzyskanego wyniku analizy metagenomicznej. Co
istotne, przy uzyciu RNA jako matrycy zostat wykryty wirus DNA, co oznacza, ze stosowane podejscie
umozliwia jednoczesng detekcje wirusdow RNA i DNA. Moze by¢ to spowodowane zaréwno
wykrywaniem wirusowego mRNA jak réwniez obecnoscia DNA po ekstrakcji RNA, co umozliwito
wykrycie zaréwno sekwencji RNA, jak i DNA. W naszym badaniu znaczgca obecnos$¢ DNA po ekstrakcji
RNA zostata potwierdzona ilosciowymi testami molekularnymi z wykorzystaniem plazmidu jako
matrycy.

Podsumowanie:

W publikacjach sktadajacych sie na cykl przedstawiono oryginalne podejscie oparte na NGS z analizg
genomowa i metagenomiczng do badan etiologii i patogenezy zakazen. Opracowana unikalna w skali
Swiata metodologia moze stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan w zakresie zakazen wirusowych
cztowieka.

Za najwazniejsze osiggniecia w przedstawionym cyklu uwazam:

- nowatorsko$¢ i innowacyjnos¢ podejmowanej tematyki, dotyczgcej zakazen OUN zarédwno w
kontekscie identyfikacji znanych jak tez nieznanych czynnikéw etiologicznych ZM czy SM;

- mozliwo$¢ identyfikacji zakazen mieszanych réznymi genotypami HCV, przede wszystkim w
przypadku duzych dysproporcji ilosciowych miedzy nimi (detekcja genotypdw niszowych);

- wykazanie obecnosci unikatowych wariantéw HPgV w OUN co potwierdza lokalizacje wirusa w tym
kompartmencie;

- mozliwos¢ identyfikacji czynnikéw etiologicznych u pacjentéw z ZM;

- wykrycie VZV jako jednego z potencjalnych czynnikow zakazinych zwigzanych ze zjawiskami
demielinizacyjnymi u pacjentéw z SM.

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.
5.1. Analiza bibliometryczna dorobku naukowego

tacznie z przedstawionymi publikacjami wchodzgcymi w sktad osiggniecia naukowego jestem autorem
lub wspdtautorem 29 petnotekstowych prac oryginalnych (w tym 23 z IF), 1 opisu przypadku oraz 3
prac poglagdowych.

taczny impact factor: 63,655

Catkowita liczba cytowan (wg ISI Web of Science Core Collection) z dnia 8.01.2019 (bez autocytowan)
=88

Indeks Hirscha =6
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Szczegdtowe dane bibliometryczne w zatgczniku nr 3

5.2. Pozostate prace

Oprécz prac prezentowanych w ramach cyklu publikacji jestem wspdtautorem prac badawczych

dotyczacych zakazen wirusowych u ludzi z uwzglednieniem przede wszystkim patogendéw

hepatotropowych i neurotropowych. W wiekszosci prac zastosowano nowoczesne metody i podejscia
badawcze w tym: metody molekularne (RT-PCR, PCR, nested PCR, gPCR), SSCP, klonowanie,
sekwencjonowanie (Sanger, NGS), cytometrie przeptywowa i barwienia histochemiczne.

Obecnie gtéwnym zakresem moich zainteresowan badawczych jest analiza metagenomiczna.

Dodatkowo planuje réwniez rozszerzy¢ zakres prowadzonych badan o analize bakteriologiczna.

taczny IF pozostatych prac to 48,339.

Tematyka realizowanych prac:

a) Zmiennos$¢ wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) w kontekscie leczenia interferonem i

rybawirynga: poszukiwanie czynnikdw predykcyjnych skutecznej terapii przeciwwirusowej i analiza

dynamiki zmian w populacji HCV.

Wybrane publikacje:

1.

Caraballo Cortes K, Bukowska-Osko |, Pawetczyk A, Perlejewski K, Ptoski R, Lechowicz U. ,
Stawinski P, Demkow U, Laskus T, Radkowski M. Next-Generation Sequencing of 5'
Untranslated Region of Hepatitis C Virus in Search of Minor Viral Variant in a Patient Who
Revealed New Genotype While on Antiviral Treatment. Advances in Experimental Medicine
and Biology. 2016;885:11-23.

Bukowska-0Osko I, Pawetczyk A, Perlejewski K, Kubisa N, Caraballo-Cortes K, Rosinska M, Ptoski
R, Fic M, KaZmierczak J, Popiel M, Zgbek P, Horban A, Radkowski M, Laskus T. Genetic
Variability of Hepatitis C Virus (HCV) 5' Untranslated Region in HIV/HCV Coinfected Patients
Treated with Pegylated Interferon and Ribavirin. PLoS One. 2015;10(5):e0125604
Bukowska-0Osko I, Caraballo-Cortes K, Pawetczyk A, Ptoski R, Fic M, Perlejewski K, Demkow U,
Berak H, Horban A, Laskus T, Radkowski M. Analysis of genotype 1b hepatitis C virus IRES in
serum and peripheral blood mononuclear cells in patients treated with interferon and
ribavirin. BioMed Research International. 2014;2014:1-7.

Bukowska-Osko I, Radkowski M, Pawetczyk A, Rosinska M, Caraballo-Cortes K, Ptoski R, Berak
H, Horban A, Stanczak J, Fic M, Laskus T. Hepatitis C virus 5' untranslated region variability
correlates with treatment outcome. Journal of Viral Hepatitis. 2014;21(8):551-559.
Caraballo-Cortes K, Zagordi O, Perlejewski K, Laskus T, Maroszek K, Bukowska-Osko I,
Pawetczyk A, Ptoski R, Berak H, Horban A, Radkowski M. Deep sequencing of hepatitis C virus
hypervariable region 1 reveals no correlation between genetic heterogeneity and antiviral
treatment outcome. BMC Infectious Diseases. 2014;14:1-9.

Caraballo-Cortes K, Zagordi O, Laskus T, Ptoski R, Bukowska-Osko I, Pawetczyk A, Berak H,
Radkowski M. Ultradeep pyrosequencing of hepatitis C virus hypervariable region 1 in
quasispecies analysis. BioMed Research International. 2013;2013:1-10.
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7. Caraballo-Cortes K, Laskus T, Bukowska-Osko I, Pawetczyk A, Berak H, Horban A, Fic M,
Radkowski M. Variability of hepatitis C virus hypervariable region 1 (HVR-1) during the early
phase of pegylated interferon and ribavirin therapy. Advances in Medical Sciences.
2012;57(2):370-374.

8. Caraballo-Cortes K, Bukowska-Osko I, Pawetczyk A, Berak H, Fic M, Horban A, Radkowski M.
Analiza poréwnawcza regionu 5'UTR oraz HVR1 wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) w
surowicy i komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) we wczesnej fazie leczenia
interferonem i rybawiryng. Przeglad Epidemiologiczny. 2011;65(2):319-324.

W wymienionych pracach analizowano zmiennos¢ genetyczng HCV w obrebie regionu niekodujacego
5’UTR oraz regionu kodujgcego biatko E2. Zjawisko zmiennosci analizowano w kontekscie leczenia
przeciwwirusowego interferonem alfa i rybawiryng. Badano dynamike zmian HCV w surowicy krwi i
PBMC, zjawisko zakazen mieszanymi genotypami HCV, role PBMC w kontekscie skutecznosci leczenia
oraz wptyw HIV na zmienno$¢ HCV w trakcie leczenia. Okreslono réowniez zwigzek pomiedzy
zmiennosciag HCV w obrebie regionu 5’UTR a skutecznoscig leczenia IFN i rybawiryng wykluczono
rowniez wptyw zmiennosci E2 na przebieg leczenia.

b) Zmiennosci genetyczna wirusa zapalenia watroby typu C: analiza epidemiologiczna (ustalenie zrédta
zakazenia)

1. Caraballo Cortes K, Zagordi O, Jabtoniska J, Pawetczyk A, Kubisa N, Perlejewski K, Bukowska-
Osko I, Ptoski R, Radkowski M, Laskus T. Spouse-to-Spouse Transmission and Evolution of
Hypervariable Region 1 and 5’ Untranslated Region of Hepatitis C Virus Analyzed by Next-
Generation Sequencing. PLoS One. 2016;11(2):e0150311.

2. Caraballo Cortes K, Rosifnska M, Janiak M, Stepied M, Zagordi O, Perlejewski K, Osuch S,
Pawetczyk A, Bukowska-Osko 1, Ptoski R, Grabarczyk P, Laskus T, Radkowski M. Next-
generation sequencing analysis of a cluster of hepatitis C virus infections in a haematology and
oncology center. PLoS One. 2018;13(3):e0194816.0.1371

W pracach analizowano transmisje zakazenia HCV. Wykazano, iz z metoda pirosekwencjonowania
(NGS) w potaczeniu z analiza filogenetyczng oraz klasyczng analiza epidemiologiczna moze pomdc w
Sledzeniu epidemii HCV i okreslaniu zrédet zakazenia. Analiza ogniska zakazenia HCV nabytego w
warunkach szpitalnych ujawnita obecnos¢ bardzo blisko spokrewnionych wariantéw o niskiej
réznorodnosci u wszystkich pacjentéw, co sugeruje wczesne zakazenie tym samym szczepem wirusa.
W kolejnej pracy udokumentowano transmisje zakazenia HCV drogg pfciowa.

c) Wirusowe zapalen mézgu: epidemiologia i etiologia

Wybrane publikacje:

1. Lipowski D, Popiel M, Perlejewski K, Nakamura S, Bukowska-Osko I, Rzadkiewicz E,
Dziecigtkowski T, Milecka A, Wenski W, Ciszek M, Debska-Slizieri A, Ignacak E, Caraballo Cortes
K, Pawetczyk A, Horban A, Radkowski M, Laskus T. A Cluster of Fatal Tick-borne Encephalitis
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Virus Infection in Organ Transplant Setting. Journal of Infectious Diseases. 2017;215(6):896-
901.

2. Popiel M, Perlejewski K, Bednarska A, Dziecigtkowski T, Paciorek M, Lipowski D, Jabtonowska
M, Czeszko-Paprocka H, Bukowska-Osko I, Caraballo Cortes K, Pawetczyk A, Fic M, Horban A,
Radkowski M, Laskus T. Viral etiologies in adult patients with encephalitis in Poland: A
prospective single center study. Plos One. 2017;12(6):e0178481.

3. JabtoniskaJ, Popiel M, Bukowska-Osko I, Perlejewski K, Caraballo Cortes K, Horban A, Demkow
U, Laskus T, Radkowski M. No evidence of West Nile virus infection among Polish patients with
encephalitis. Central European Journal of Immunology. 2016;41(4):383-385.

W pracach badano wirusowe czynniki etiologiczne zapalen modzgu w Polsce z wykorzystaniem
rutynowych badan diagnostycznych: molekularne i serologiczne jak réwniez NGS (analiza
metagenomiczna). Przyczynity sie one do okreslenia sytuacji epidemiologicznej zakazern OUN w Polsce.

Wykazano réwniez mozliwos¢ transmisji zakazenia TBEV wraz z przeszczepionymi organami od dawcy
z niezdiagnozowanym zapaleniem mézgu.

d) Aspekty aktywacji uktadu immunologicznego w odpowiedzi na zakazenie HCV

Wybrane publikacje:

1. Jabtonska J, Pawtowski T, Laskus T, Zalewska M , Inglot M, Osowska S, Perlejewski K,
Bukowska-Osko |, Caraballo-Cortes K, Pawetczyk A, Zgbek P, Radkowski M. The correlation
between pretreatment cytokine expression patterns in peripheral blood mononuclear cells
with chronic hepatitis C outcome. BMC Infectious Diseases. 2015;15:1-8.

2. Radkowski M, Opoka-Kegler J, Caraballo-Cortes K, Bukowska-0sko |, Perlejewski K, Pawetczyk
A, Laskus T. Evidence for immune activation in patients with residual hepatitis C virus RNA long
after successful treatment with IFN and ribavirin. Journal of General Virology.
2014;95(9):2004-2009.

W przedstawionych badaniach analizowano odpowied? immunologiczng przed i po leczeniu IFN i
rybawiryng pacjentéw z przewlektym zapaleniem watroby typu C potwierdzajac istotng role uktadu
immunologicznego w eliminacji zakazenia.

e) Pozawatrobowa replikacji HCV i HPgV

Wybrane publikacje:

1. Kisiel E, Radkowski M, Pawetczyk A, Horban A, Stanczak J, Bukowska-0sko I, Caraballo-Cortes
K, Kazmierczak J, Popiel M, Laskus T. Seronegative hepatitis C virus infection in patients with
lymphoproliferative disorders. Journal of Viral Hepatitis. 2014;21(6):424-429.3

2. Pawetczyk A, Kubisa N, Jabtoriska J, Bukowska-Osko |, Caraballo-Cortes K, Fic M, Laskus T,
Radkowski M. Detection of hepatitis C virus (HCV) negative strand RNA and NS3 protein in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC): CD3+, CD14+ and CD19+. Virology Journal.
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2013;10:1-6.

3. Pawetczyk A, Polaniska M, Kisiel E, Chmielewski M, Bukowska-0Osko I, Caraballo-Cortes K, Fic
M, Warzocha K, Radkowski M. An analysis of HCV nonstructural NS3 protein expression in bone
marrow cells of HCV-infected patients with hematological disorders. Experimental and Clinical
Hepatology. 2009;5(3-4):44-46.

4. Pawetczyk A, Polaniska M, Kisiel E, Chmielewski M, Bukowska I, Fic M, Radkowski M. Replikacja
wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) w szpiku kostnym pacjentdéw z zaburzeniami
hematologicznymi. Przeglad Epidemiologiczny. 2009; 63(1):29-33

5. Pawetczyk A., Polanska M., Chmielewski M., Bukowska I., Radkowski M., Fic H. Replication of
frequency of hepatatis C virus (HCV) in long — term culture of macrophages from healthy
donors, Ann.UMCS. 2008; 2,12:73-78

6. Kisiel E, Pawetczyk A, Chmielewski M, Caraballo-Cortes K, Bukowska-Osko |, Fic M, Centkowski
P, Warzocha K, Radkowski M. Replication analysis of hepatitis G virus (HGV)/GBV-C in bone
marrow of patients with B-cell lymphoproliferative disorders and Hodgkin' s disease.
Experimental and Clinical Hepatology. 2009;5(3-4):29-31.

W przedstawionych pracach badano aktywna replikacje HCV i HPgV w PBMC oraz w komadrkach szpiku
kostnego w kontekscie zaburzen hematologicznych. Pozawatrobowg replikacje HCV badano m.in. przy
zastosowaniu wtasnej metodyki opartej na identyfikacji w kompartmencie komdérkowym biatka NS3
wirusa.

5.3. Nagrody i Stypendia

2017 Nagroda naukowa Il stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za
wspotautorstwo pracy pt. ,,Spouse-to-Spouse transmition and evolution of hypervariable region
| and 5’ Untraslated Region of Hepatitis C virus analyzed by Next-Generation Sequencing”

2016 Nagroda naukowa Il stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za
wspotautorstwo pracy pt. ,Genetic Variability of Hepatitis C Virus (HCV) 5’ Untraslated Region
in HIV/HCV Coinfected Patients Treated with Pegylated Interferon and Ribavirin”

2015 Nagroda naukowa Il stopnia Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za
wspotautorstwo pracy pt. ,,Evidence for immune activation in patients with residual Hepatitis C
virus RNA long after successful treatment with IFN and ribavirin”.

2009 Mazowieckie Stypendium Doktoranckie

5.4. Doswiadczenie dydaktyczne

- przedmiot ,,Choroby zakazne” dla studentéw 3, 4 i 5 roku kierunku lekarskiego | i Il Wydziat Lekarski,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

- przedmiot , Diagnostyka laboratoryjna” dla studentéw 4 roku kierunku lekarskiego | Wydziat Lekarski,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

- przedmiot ,Immunopatologia” dla studentéw 4 roku kierunku Analityka Medyczna, Wydziat
Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny

- przedmiot ,,Infectious diseases” prowadzony w jezyku angielskim, dla studentéw 4 i 5 roku kierunku
lekarskiego Il Wydziat Lekarski z Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim, Warszawski Uniwersytet
Medyczny

14



- przedmiot ,Immunology” prowadzony w jezyku angielskim, dla studentéw 1 roku kierunku
lekarskiego Il Wydziat Lekarski z Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim, Warszawski Uniwersytet
Medyczny

5.5. Promotorstwo prac magisterskich i rozpraw doktorskich

promotor pomochniczy rozprawy doktorskiej

2016 mgr Perlejewski Karol: ,,Zastosowanie sekwencjonowania nastepnej generacji do
identyfikacji czynnikéw zakaznych u chorych z zapaleniem mdzgu o nieznanej etiologii” praca
realizowana na | Wydziale Lekarskim WUM

2015 mgr Popiel Marta: ,, Wykrywanie neurotropowych patogendéw u pacjentéw z podejrzeniem
wirusowego zapalenia mézgu” praca realizowana na | Wydziale Lekarskim WUM

promotor prac magisterskich

2013 Osiniska Agata: ,,Ocena stanu wiedzy na temat zagrozen epidemiologicznych w trakcie
podrdzy” praca na kierunku Pielegniarstwo,

opiekun prac magisterskich

2014 Robak Katarzyna: ,, Wykrywanie zakazen mieszanych réznymi genotypami wirusa zapalenia
watroby typu C (HCV) z zastosowaniem dwéch metod sekwencjonowania —
sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS) oraz sekwencjonowania metodg Sangera”
praca na kierunku Analityka Medyczna,

5.6. Realizowane projekty badawcze

Kierownik

2016-2018 Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,Detekcja oraz
charakterystyka wirusa zapalenia watroby typu G (HGV)/ GB typu C (GBV-C) w ptynie
mozgowo-rdzeniowym pacjentdéw z zapaleniem mdzgu o nieznanej etiologii”

2015-2017 Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,Wykorzystanie
sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) do analizy mikrobiomu pacjentow z
zaburzeniami odpornosci”

2013-2015 Grant Fundacji Nauki Polskiej w ramach programu POMOST pt. , Identification of an
infectious agents in patients with encephalitis of unknown etiology”

2014-2015 Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. , Wptyw koinfekcji HIV
na zmienno$¢ wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) w surowicy krwi i komérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) u pacjentéw w trakcie leczenia interferonem
o i rybawiryng”

2012-2013 Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,Okreslenie czynnika

zakaznego u pacjentéw z objawami wirusowego zapalenia mézgu z wykorzystaniem
reprezentatywnej analizy roznicowej (RDA)”

15



Wspédtwykonawca

2018-obecnie

2017-obecnie

2015-2017

2015-2016

2014-2016

2014-2016

2013-2014

2012-2013

2010-2012

2009-2010

Grant NCN ,,Zastosowanie metagenomiki w identyfikacji czynnikdéw zakaznych u chorych
z zapaleniem médzgu i zapaleniem opon mézgowo-rdzeniowych”

Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,Wykorzystanie
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) do wykrywania potencjalnych patogendéw
indukujacych stwardnienie rozsiane (SM)”

Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,,Ocena wpitywu
zmiennosci genetycznej wirusa zapalenia watroby typu C na stan czynnosciowy komérek
T (wskazniki wyczerpania immunologicznego)”

Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,Okreslenie
reaktywnosci komérek uktadu odpornosciowego na antygeny wirusa zapalenia watroby
typu C (HCV) in vitro w oparciu o analize STAT-3 i NF-kB technikg cytometrii
przeptywowej”

Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. , Analiza polimorfizmu
sekwencji kodujgcych domeny odpowiedzialne za wigzanie przeciwciat neutralizujgcych
oraz receptoréw komérkowych wirusa zapalenia watroby typu C za pomocg gtebokiego
sekwencjonowania”

Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,, Wystepowanie biatka
NS3 jako markera produktywnego zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C (HCV) w
lokalizacjach pozawatrobowych”

Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. , Analiza genetyczna
regionu 5’UTR wirusa zapalenia watroby typu G (HGV)/GBV-C w komdrkach krwi
obwodowej (PBMC) oraz szpiku kostnym przy uzyciu metody SSCP”

Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,Zmiennos¢
nukleotydowa sekwencji HVR1 E2 wirusa zapalenia watroby typu C w kontekscie
skutecznosci leczenia przeciwwirusowego”

Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,,Dynamika genetyczna
regionu zmiennego HVRI (E2) wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) we wczesnym
okresie leczenia jako czynnik prognostyczny skutecznosci terapii przeciwwirusowej”

Projekt finansowany w ramach dziatalnosci naukowej WUM pt. ,Badanie zaburzen
czynnos$ciowych komérek uktadu immunologicznego w odpowiedzi na zakazenie
wirusem zapalenia watroby typu C (HCV) przy uzyciu kompleksowej analizy ekspresji
gendéw komorki”

5.7. Konferencje i doniesienia zjazdowe

Prezentacje ustne
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2011 Prelegent na XV Konferencja Naukowa Polskiego Towarzystwa Hepatologicznego, Wroctaw 16-
18 czerwca ,Analiza molekularna regionu 5’UTR HCV w surowicy krwi i PBMC u pacjentéw
leczonych interferonem i rybawiryng”.

Prezentacje posterowe

2014 Bukowska-Osko I., Perlejewski K., Popiel M., Stokowy T., Nakamura S.. Motooka D., Lipowski
D., Pollak A., Lechowicz U., Caraballo Cotes K., Pawetczyk A., Laskus T., Radkowski M.
»Application of next-generation sequencing (NGS) for identification of etiological factors in

patients with viral encephalitis”. VIII Ogélnopolska Konferencja Naukowa NEUROINFEKCJE

2014 Pawetczyk A., Kubisa N., Tarka S., Olczak M., Zimowska M., Bukowska-Osko I., Radkowski M. ,,
Wystepowanie niestrukturalnego biatka NS3 oraz materiatu genetycznego wirusa zapalenia
watroby typu C (HCV) w prébkach watroby i tarczycy pobranych w trakcie sagdowo-lekarskich
sekcji zwtok”. XVII Konferencja Polskiego Towarzystwa Hepatologicznego, Mikotajki

2013 Pawetczyk A., Kubisa N., Jabtoniska J., Bukowska-Osko ., Caraballo Cortes K., Fic M., Perlejewski
K., Kazmierczak J., Radkowski M. ,Wystepowanie niestrukturalnego biatka NS3, jako markera
pozawatrobowej replikacji wirusa zapalenia watroby typu C (HCV), w populacjach
jednojadrzastych komérek krwi obwodowej (PBMC)”. | Zjazd Polskiego Towarzystwa
Wirusologicznego. Il Lubelskie Dni Wirusologiczne, Lublin

2012 Pawetczyk A., Caraballo Cortes K., Kisiel E., Kubisa N., Bukowska-0sko I., Fic M., Radkowski M.
“Analysis of hepatitis G virus (HGV/GBV-C) replication in serum, peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) and bone marrow of hepatitis C virus (HCV)-infected patients”. XIX Zjazd Polskiego
Towarzystwa Epidemiologow | lekarzy Choréb Zakaznych, Wroctaw

2012 Pawetczyk A., Caraballo Cortes K., Kazmierczak J., Bukowska-Osko I., Perlejewski K., Fic M.,
Radkowski M. ,Detection of hepatitis C virus (HCV) RNA in the serum of seronegative
patients with non-Hodgkin’s lymphoma (NHL)”. XIX Zjazd Polskiego Towarzystwa
Epidemiologéw | lekarzy Chordb Zakaznych, Wroctaw

5.8. Prowadzone kursy i szkolenia

Prezentacje ustne

2018 Wyktad w ramach kursu ,Diagnostyka Zakazen” dla diagnostéw laboratoryjnych

5.9. Wspoétpraca

2014 — now Department of Infection Metagenomics, Research Institute for Microbial Diseases,
Osaka University
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