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Obecne stanowisko: adiunkt
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2. Wyksztalcenie

2004 - 2008 r. Studia doktoranckie. Obrona pracy doktorskiej pt.: Przydatnosé kliniczna
wybranych metod wirusologicznych w diagnozowaniu opryszezki narzgdéw plciowych u
kobiet. Uzyskany tytut: doktor nauk medycznych w zakresie biologii medycznej.

Praca wykonana w ramach Studium Doktoranckiego w Katedrze i Zakladzie

Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Promotor w przewodzie doktorskim Prof. dr hab. n. med. Mirostaw Fuczak.

Recenzenci: Prof. dr hab. Andrzej Denys, Prof. dr hab. Pawel Kaminski.

Rozprawa uzyskala wyréznienie Rady I Wydziatu Lekarskiego, WUM.

1996 - 2001 r. studia magisterskie. Obrona pracy magisterskiej na Wydziale Biologii i Nauk o
Ziemi, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Uzyskany tytul: magister biologii.

2012 - 2013 r. Menedzerskie studia podyplomowe dla sektora B+W w ramach projektu
Kompetencje dla wspolpracy nauki i biznesu. Wyzsza Szkota Ekonomii i Innowacji w
Lublinie. Uzyskany tytul: menedzer bada naukowych i prac rozwojowych.

2012 - 2016 r. kursy i staze specjalizacyjne do specjalizacji z zakresu mikrobiologii.
Jednostka szkolgca - Katedra i Zaklad Mikrobiologii Lekarskiej, WUM (opiekun specjalizacji
dr hab. n. med. Marta Wréblewska)

3. Przebieg pracy zawodowej

od 2008 r. - obecnie, adiunkt, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej
Warszawski Uniwersytet Medyczny, kierownik: Prof. dr hab. Grazyna Miynarczyk.
0d 2017 r. - obecnie, starszy asystent, Zaktad Mikrobiologii, Szpital Kliniczny

Dzieciatka Jezus w Warszawie, kierownik: dr n. przyr. Anna Sawicka-Grzelak.
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2008 — 2017 r. mtodszy asystent, Zaktad Mikrobiologii, Szpital Kliniczny Dzieciatka Jezus w
Warszawie, kierownik: dr n. przyr. Anna Sawicka-Grzelak.

2004 - 2008 r. studia doktoranckie, Katedra i Zaklad Mikrobiologii Lekarskiej, WUM.

2003 - 2004 r. wykiadowca, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, WUM.

2001 - 2003 r. asystent, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, WUM.

4. Wskazanie osiagnigcia 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. z 2016 r. poz. 1311.)

Tytut osiaggniecia naukowego:

Motzliwo$ci kontrolowania zakaizen wirusami, badanie wplywu pranobeksu inozyny oraz

alloferonu i jego analogéw na inhibicje ludzkich wiruséw in vitro.

Osiagnigcie naukowe stanowi monotematyczny cykl 9 publikacii naukowych. Sumaryczny
Impact Factor dla prac stanowigcych osiaggniecie wynosi 10,773. Laczna liczba punktow
zgodnie z obowigzujacymi kryteriami MNiSW wynosi 154.

Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

1. Marchewka A, Majewska A*, Miynarczyk G. Dzialalno§é ruchu

antyszczepionkowego, rola srodkéw masowego komunikowania oraz wplyw pogladow
religijnych na postawe wobec szczepien ochronnych. Post Mikrobiol. 2015;54(2):95-102.
IF 0,236, punkty MNiSW 15

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: autorstwie koncepcji, korekeie manuskryptu,
konsultacji podczas pisania publikacji, doborze pismiennictwa, korespondowaniu z redakcja.
2. Majewska A*, Lasek W, Kuczer M. Mtynarczyk G. Inhibitory effect of alloferons in
combination with human lymphocytes on Human Herpesvirus 1 (HHV-1) replication in
vitro. Int J Pept Res Ther. 2016;22(2): 255-261.

IF 0,904, punkty MNiSW 15

Wkiad wiasny: koncepcja pracy, zaplanowanie badan, dobér metod badawezych, wykonanie
badan laboratoryjnych, analiza i opracowanie wynikéw, przygotowanie i analiza
piSmiennictwa, pisanie pracy, korespondencja z wydawca i recenzentami, zdobycie srodkow

finansowych.
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3. Majewska A* Lasek W, Janyst M, Miynarczyk G. In vitro inhibition of HHV-1
replication by inosine pranobex and interferon-a. Acta Pol Pharm. 2016:73(3):637-644.
IF 0,745, punkty MNiSW 15

Wkiad wiasny: koncepcja pracy, wykonanie badan laboratoryjnych, napisanie i
przygotowanie pracy do druku, przygotowanie piSmiennictwa, analiza i opracowanie

wynikoéw, korespondowanie z wydawca, dyskusja z recenzentem, zdobycie Srodkéw

finansowych.

4. Majewska A*, Lasek W, Miynarczyk G. Pranobeks inozyny - dzialanie cytotoksyczne
oraz wplyw na replikacj¢ ludzkich wiruséw paragrypy (HPIV-2, HPIV-4),
enterowirusow (CA16, EV71) i adenowiruséw (HAdV-2, HAdV- 5) w badaniu in vitro.
Med Dosw Mikrobiol. 2015:67(2):107-114.

punkty MNiSW 7

Wkiad wilasny: koncepcja pracy, zaprojektowanie eksperymentéw, wykonanie badan, analiza
1 interpretacja wynikow, przeglad i przygotowanie pi$miennictwa, przygotowanie pracy do

druku, korespondencja z wydawca.

5. Majewska A*, Lasek W, Janyst M, Mtiynarczyk G. Inhibition of adenovirus

multiplication by inosine pranobex and interferon-a in vitro. Cent Eur J Immunol.
2015;40(4):395-399.

IF 0,309, punkty MNiSW 15

Wktad whasny: wspolautor koncepeji, wykonanie badan laboratoryjnych, analiza i
przygotowanie piSmiennictwa, analiza wynikéw, napisanie manuskryptu, korespondencja z

wydawca.

6. Majewska A, Lasek W, Przybylski M, Dziecigtkowski T, Milynarczyk G.

Wplyw interferonu-a i pranobeksu inozyny na hamowanie replikacji ludzkich wiruséw
RNA in vitro. Med Dosw Mikrobiol. 2016;68(1):64-71.

punkty MNiSW 7

Wkiad wlasny: wspétautor koncepcji, wykonanie badan wirusologicznych, analiza i
przygotowanie pismiennictwa, opracowanie wynikéw, przygotowanie pracy do druku, udzial

W przygotowaniu odpowiedzi na opinie recenzenta.

7. Kuczer M, Majewska A, Zahorska R. New alloferon analogues: synthesis and antiviral
properties, Chem Biol Drug Des. 2013;81(2):302-309.
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IF 2,507, punkty MNiSW 25
Wkiad wlasny: zaplanowanie i wykonanie badain wirusologicznych, dobdr metod
badawczych, przygotowanie oraz analiza wynikow w zakresie przeciwwirusowej aktywnosci

bialek, udziat w korespondencji z recenzentami.

8. Kuczer M, Czerniewska E, Majewska A, Rozanowska M, Rosifiski G, Lisowski M.
Novel analogs of alloferon: Synthesis, conformational studies, pro-apoptotic and
antiviral activity. Bioorg Chem. 2016;66:12-20.

IF' 3,231, punkty MNiSW 25

Wkiad wlasny: zaplanowanie i wykonanie wszystkich badaf wirusologicznych, analiza i

opracowanie wynikéw w zakresie przeciwwirusowej aktywnosci bialek.

9. Majewska A, Mlynarczyk-Bonikowska B, Malejczyk M, Miynarczyk G, Majewski S.
Antiviral Medication in Sexually Transmitted Diseases. Part II: HIV. Mini Rev Med
Chem. 2015;15(2):93-103.

IF 2,841, punkty MNiSW 30
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: autorstwie koncepcii, opisaniu dziatania lekow

przeciwwirusowych (inhibitory odwrotnej transkryptazy), wykonaniu tabel, udziale w

doborze pi$miennictwa.

* autor korespondencyjny

Oméwienie celu naukowego w/w prac i osiagnigtych wynikéw
Wprowadzenie oraz uzasadnienie przeprowadzenia prac badawczych

Kontrolowanie zakazen wirusami realizowane jest za pomocg immunoprofilaktyki jak i
leczenia przeciwwirusowego. Powszechnie stosowane szczepienia ochronne umozliwity
eradykacje¢ wirusa ospy prawdziwej oraz przyczynily sie do zmniejszenia liczby zachorowan,
m.in. na takie choroby wieku dziecigeego jak poliomyelitis, odra, rézyczka, o graniczyly takze
wystepowanie zespotu rézyczki wrodzonej. Wspolezesnie, istnieje takze profilaktyka swoista
innych zakazen wirusowych, wobec ktérych nadal niedostepne jest leczenie przyczynowe.
Zaobserwowano jednak, ze korzystna sytuacja epidemiologiczna sktania niektore osoby do
rezygnowania z tej formy profilaktyki. Najczeéciej wymieniane powody zaniechania
szczepienia nie sg zgodne ze wspdlczesna naukg, a w propagowaniu negatywnej postawy
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wobec  szczepien ochronnych skutecznie wykorzystywane sa  §rodki masowego
komunikowania. W dobie niewystarczajacej liczby lekow przeciwwirusowych, biorac pod
uwage latwos¢ rozprzestrzeniania si¢ wiruséw oraz brak uodpornienia czedci populacji ze
wzgledu na czasowe lub stale przeciwwskazania do immunizacji, istotne jest zdefiniowanie
przyczyn rezygnacji ze szczepien i wdrozenie dziatan zmierzajacych do utrzymania

korzystnej sytuacji epidemiologiczne;.

Historia chemioterapii przeciwwirusowej rozpoczeta sie ponad 50 lat temu, kiedy
William Herman Prusoff zsyntetyzowat analog pirymidyny — idoxurydyne (IDU) i opisal jej
wiasciwosci przeciwnowotworowe, a Ernest C. Herrman wykazat aktywnos¢ IDU waobec
wirusa opryszezki zwyklej (HSV) i wirusa krowianki (VV) oraz zaproponowat jej stosowanie
w leczeniu zapalenia rogéwki u krélikéw i u ludzi. Zatwierdzona w 1963 r. przez Food and
Drug Administration (FDA) idoxurydyna jest pierwszym preparatem przeciwwirusowym,
ktéry nadal wystepuje w armamentarium lekéw stosowanych w terapii opryszczkowego
zakazenia rogéwki. Od 1962 r. do maja 2018 r. zarejestrowano 94 leki przeciwwirusowe,
sklasyfikowane - na podstawie mechanizmu dziatania - w 14 grupach. Czesé lekow, ze
wzgledu na stabg aktywnos$¢ przeciwwirusows, szybko pojawiajgca si¢ opornos$é¢ lub
toksyczno$¢ zostala wycofana z uzycia.

Chemioterapeutyki wykorzystywane s3 do kontrolowania zakazen wywotanych przez
zaledwie kilka sposrod ponad 200 opisanych wirusow chorobotwoérczych dla cztowieka.
Obecnie ponad 30 zatwierdzonych do stosowania preparatow, przeznaczonych jest do
leczenia chorych zakazonych HIV. Skupienie uwagi na tym zakazeniu jest w pelni
uzasadnione, bowiem stanowi ono istotny problemem w skali globalnej. W 2016 roku
oszacowano, ze na swiccie z zakazeniem HIV zyje 36,7 mln osob, z czego 1,8 mln stanowig
dzieci. Wykazano réwniez, ze dotychczas okolo 35 mln os6b zmarto z powodu choréb
zwigzanych z AIDS; tylko w 2016 roku liczba zgonéw wyniosta okoto 1 min. Stosunkowo
wiele lekéw dostepnych jest dla 0séb zakazonych wirusami zapalenia watroby (HBV i HCV).
Czgs¢ z nich charakteryzuje si¢ wysoka barierg rozwoju lekoopornogci i duzym potencjatem
hamowania replikacji wirusa. Istotnym osiagnigciem jest opracowanie lekoéw o bezposrednim
dzialaniu przeciwwirusowym (DAAs - Direct Acting Antivirals), ktore umozliwiaja
wdrazanie leczenia zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C bez udziahu interferonu-a.
Mniej lub bardziej skuteczne przyczynowe leczenie przeciwwirusowe dostgpne jest rowniez
w przypadku zakazen wywolanych przez wirusy opryszezki zwyktej (HSV), wirus ospy

wietrznej i poétpasca (VZV), wirus cytomegalii (CMV), wirusy grypy A i B oraz
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papillomawirusy (HPV). W uzasadnionych przypadkach klinicznych podejmowane sg préby
stosowania zatwierdzonych lekéw przeciwwirusowych poza wskazaniami rejestracyjnymi.

[stotnym problemem w kontrolowaniu choréb o etiologii wirusowej jest pojawiajaca sie
opornos¢ kliniczna na leki. Przykladem moze byé opornosé na acyklowir (ACV), wysoce
selektywny inhibitor ludzkich alfaherpeswirusow. Pierwszy szczep wirusa opryszczki zwyklej
oporny na acyklowir wyizolowano juz 2 lata po rozpoczeciu dozylnego podawania leku.
Potrzeba nowych inhibitoréw, o odmiennym mechanizmie dziatania komunikowana byta juz
w latach 80. zeszlego stulecia, jednak dopiero teraz jest szansa na nowe leki. Lekoopornosé
moze by¢ takze przyczyng niepowodzenia terapii antyretrowirusowej u oséb zakazonych
HIV. Szybkie tempo replikacji sprzyja wystgpowaniu spontanicznych i czestych mutacji w
genomie HIV-1, co oprécz komplikowania leczenia utrudnia prace nad zaprojektowaniem
efektywnej szczepionki. Wysoka zmiennoéé genetyczna HIV jest konsekwencjg zachodzenia
mutacji punktowych (substytucji, delecji i insercji) oraz rekombinacji w trakcie cyklu
replikacyjnego wirusa. Oporno$¢ na leczenie przeciwwirusowe zalezne jest od wielu
czynnikéw, do ktérych oprocz aktywnosci replikacyjnej wirusa zaliczane sq: sila dzialania
leku, jego bariera genetyczna oraz profil genetyczny pacjenta.

Niestety, wigkszos¢ lekow przeciwwirusowych interferuje tylko z okreslonym etapem
replikacji jednego lub kilku, spokrewnionych gatunkéw wiruséw. Konwencjonalny model
Jeden wirus - jeden lek istotnie ogranicza mozliwodci terapeutyczne, dlatego w strategii
kontrolowania zakazen wirusowych moze byé konieczne poszukiwanie zwigzkow o dziataniu
plejotropowym. Obecnie, podejmowane sa dzialania majgce na celu ustalenie nowych
algorytméw leczenia, badanie aktywnodci przeciwwirusowej lub immunomodulujacej
nowych zwiazkéw (w tym substancji pochodzenia naturalnego i ich syntetycznych analogow)
oraz kojarzenia znanych chemioterapeutykéw w celu maksymalizacji efektu terapeutycznego.

Do cyklu publikacji wlaczytam prace, w ktérych opisuje przyklady ograniczonych
mozliwosci kontrolowania zakazen wirusami u ludzi oraz prezentuj¢ wyniki eksperymentow
dotyczace aktywnosci przeciwwirusowej, dostepnego od ponad czterech dekad leku

pranobeksu inozyny oraz wykorzystywanego w terapii adiuwantowe] roznych choréb

interferonu-a.

Pranobeks inozyny jest syntetyczna pochodna puryny i nalezy do grupy farmaceutykéw
przeciwwirusowych ogélnego zastosowania. Mechanizm dziatania leku nie zostal w pelni
wyjasniony. Prawdopodobnie zwigzek ten bierze udzial w hamowaniu syntezy wirusowego

RNA. Stymuluje uklad odpornosciowy wplywajac na dojrzewanie oraz aktywacje
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limfocytéw, stymuluje wytwarzanie cytokin, takich jak interleukina 1 (IL-1) i interleukina 2
(IL-2), interleukina 12 (IL-12), TNF-a i interferon-y (IFN-y), hamuje wytwarzanie 1L-10,

nasila dziatanie cytotoksyczne komérek NK oraz pobudza chemotaksje i fagocytoze.

Na przetomie lat 80. i 90. opublikowano wyniki badan in vitro i in vivo dotyczace roli
pranobeksu inozyny w leczeniu osob zakazonych HIV. Wykazano, ze lek nie dziala
inhibicyjnie na HIV-1 jednak moze op6zniaé progresje infekcji w kierunku petnoobjawowego
AIDS. Podczas prob wyjadnienia tego zjawiska wykazano, ze pranobeks inozyny dziala
inhibicyjnie na metabolizm Preumocystis jiroveci (dawniej P. carinii) poprzez wplyw na
synteze kwasu foliowego. Sktadnik pranobeksu inozyny - 4-acetyloaminobenzoesan (PAcBA)
- dziala jako inhibitor kompetycyjny syntezy kwasu foliowego, podobnie jak sulfonamidy
wykorzystywane do leczenia i profilaktyki zapalenia pluc o etiologii P. jiroveci. Te
obserwacje wskazujg na mozliwo§¢ wykorzystania pranobeksu inozyny roéwniez w
kontrolowaniu zakazen drobnoustrojami, ktére syntetyzujg kwas foliowy, a nie korzystajg z
jego zasoboéw dostgpnych w srodowisku. Dodatkowo, zaobserwowano, ze pranobeks inozyny
w skojarzeniu z zydowuyng powoduje zwiekszenie stezenia zydowudyny w osoczu oraz

wydluzenie czasu péttrwania leku.

Interferon-o. (IFN-0,) natomiast, jest cytoking zaangazowana w immunologiczng odpowiedz
organizmu na miejscowym i ogélnoustrojowym poziomie, wykazuje plejotropowe dziatanie
przeciwwirusowe. Jego forma pegylowana stosowana jest w skojarzeniu z innymi lekami w
terapii wirusowego, przewleklego zapalenia watroby. Poza dwoma wymienionymi lekami,
przedmiotem mojego zainteresowania byt alloferon, peptyd wyizolowany w 2002 r. z
hemolimfy larw muchy plujki pospolitej (Calliphora vicina) eksperymentalnie
immunizowanych komorkami Escherichia coli i Micrococcus luteus oraz jego syntetyczne
analogi. Aktywno$¢ alloferonu i jego pochodnych jest obecnie przedmiotem zainteresowania

badaczy réznych dyscyplin z obszaru medycyny i biologii medyczne;.

Oceng aktywnosci biologicznej zwigzkéw pochodzenia naturalnego (seskwiterpenow
oraz taksolu) w hodowlach komérkowych zajmowatam si¢ takze w pierwszych latach mojej
pracy w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej, czego wyrazem sa 3 publikacje
oryginalne oraz doniesienia na zjazdach krajowych i zagranicznych. Prace te ze wzgledu na

fakt, ze zostaly opublikowane przed uzyskaniem tytutu doktora nie zostaly wiaczone do

przedstawianego osiggniecia.



Publikacja 1. Dzialalno$¢ ruchu antyszczepionkowego, rola srodkéw masowego
komunikowania oraz wplyw pogladéw religijnych na postawe wobec

szczepien ochronnych.

Praca jest proba zdefiniowania przyczyn negatywnych postaw wobec wykonywania
szczepien ochronnych. Obecnie, w wielu krajach Europy, sytuacja epidemiologiczna zakazen,
ktorym mozna zapobiega¢ poprzez szczepienie jest korzystna, jednak agresywne postawy
antyszczepionkowe zwigzane sa z lokalnie i okresowo podwyzszona liczbg zachorowar np.
na odrg¢ lub Swinkg. W przedstawionej publikacji opisano historie ruchu
antyszczepionkowego na $wiecie oraz sposoby komunikowania o szkodliwosci wykonywania
szczepien ochronnych.

Akty sprzeciwu wobec profilaktyki zakazen wirusami pojawily sie juz w XVIII w.,
kiedy rozpoczeto wariolacje, a nastepnie wakcynacje, aby zapobiegaé ospie prawdziwej. W
kolejnych latach w Wielkiej Brytanii zaczeto wprowadza¢ obowiazek wykonywania
szczepien u dzieci. Podobnie jak w czasach wspélezesnych, potraktowano to dziatanie jako
zamach na wolnos¢ i prawa obywatelskie. Pod koniec XIX w. protesty antyszcezepionkowe
pojawily si¢ w Stanach Zjednoczonych, a w latach 90. XX w. narodzil si¢ jeden z
najwigkszych mitéw dotyczacy szczepieh — szczepienia powodujg autyzm.

Obecnie przeciwnicy szczepien skutecznie wykorzystujg srodki masowego komunikowania,
W prezentowaniu swoich postaw. Przestrzen internetowa jest istotnym narzedziem
przekazywania informacji, rowniez tych udostgpnianych przez samozwanczych ekspertow.
Tresci antyszczepionkowe konstruowane sa w taki sposob, aby byly latwo przyswajalne i
wydaty si¢ przekonujace. sa przepeinione emocjami np. zawieraja material w formie
osobistych historii rodzicéw. Do gléwnych sposobéw dziatania przeciwnikéw szczepien
nalezy zdyskredytowanie badan oraz nauki i podwazanie autorytetéw oraz stosowanie historii
zmieniajacych sie hipotez (w przypadku negacji szczepionki skojarzonej przeciwko odrze,
swince i rozyczce). Wspolczesnie, przedstawiciele réznych koscioléw na $wiecie - z
nielicznymi wyjatkami - opowiadajg si¢ za koniecznoscia szczepienia. Watpliwosci wiernych
niestusznie budzi jednak skiad szczepionek oraz sposéb ich produkcii. Niepokoje dotycza
glownie substancji pomocniczych pochodzenia zwierzgeego, hodowli  szczepow
szczepionkowych wiruséw na liniach komérkowych wywodzacych sie ze skladnikéw krwi
czy z tkanek plodow.

Analizujgc powody rezygnacji ze szczepien ochronnych zauwazylismy, Ze jest ich wiele

1 trudno ustali¢ ten najistotniejszy. Stwarza to ogromna trudno$é w prowadzeniu rozmow z
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oponentami, wyjasnieniu watpliwosci dotyczacych profilaktyki zakazefi, co w konsekwencii,

w przyszlosci moze utrudnia¢ kontrolowanie zakazen wirusami.

Publikacja 2. Inhibitory effect of alloferons in combination with human lymphocytes on

Human Herpesvirus 1 (HHV-1) replication in vitro.

Celem pracy byla ocena wptywu alloferonéw (I i II) na replikacje referencyjnego
szczepu wirusa opryszezki zwyklej (ludzki herpeswirus typu 1; HHV-1 Mclntyre) oraz ocena
skojarzonego  dzialania alloferonéw wraz z limfocytami (stymulowanymi przez
fitohemaglutyning; PHA i nie poddanych stymulacji) na namnazanie HHV-1 in vitro.

Badania przeprowadzono w hodowli ludzkich komérek linii HEp-2 (komérki z
nowotworu krtani), Hel 299 (hodowla pierwotna, fibroblasty pluca), A549 (komérki raka
pluca). W komorkach eksponowanych przez 48 godz. na alloferon w dawkach 50-400 pg/ml
Vlub limfocyty (1x10* komérek w 0,1 ml) nie zaobserwowano zmian morfologicznych
(obserwacja mikroskopowa przy uzyciu mikroskopu optycznego odwréconego; powigkszenie
400x) $wiadczgcych o toksycznym wplywie bialek i limfocytéw. Wyniki badan
kalorymetrycznych (test redukcji soli tetrazolowej w mitochondriach komérek, MTT)
potwierdzity to spostrzezenie. Efekt przeciwwirusowy oznaczono metodg redukcji mian
zakaznych (YRA, yield reduction assay). Zastosowano metode Reed-Muench’a do oceny
medialnego stgzenia inhibitora hamujacego w 50% funkcje biologiczne wirusow (ICso,
inhibitory concentration).

Wykazano, ze alloferony redukujg miano HHV-1 w sposéb zalezny od stezenia. Stezenie 200
pg/ml alloferonu 1 i 11 obnizylo miano zakazne wirusa o odpowiednio 1,69 i 1,76
logioTCIDso/ml.  Alloferon 1 i II w stezeniu 400 pg/ml obnizyl miano wirusa
0 odpowiednio 3,12 i 2,13 logioTCIDso/ml. Efekt ten zostat wzmocniony po dodaniu
limfocytow. Alloferon I w skojarzeniu z limfocytami spowodowat znaczace statystycznie
obnizenie miana wirusa o maksymalnie 3,69 logioTCIDs¢/ml (400 pg/ml alloferonu
Ilimfocyty stymulowane PHA) w poréwnaniu z mianem wiruséw bez inhibitoréw. Podobnie,
wzmocnienie dzialania inhibicyjnego alloferonu II zaobserwowano po ekspozycji wirusa na
400 pg/ml alloferonu II i limfocytéw stymulowanych PHA (o 3,27 log10TCIDso/ml).

Efekt dzialania alloferon6w oceniono takze na podstawie stezenia hamujacego funkcje
biologiczne wirusa. Wartos¢ ICso alloferonu I wzgledem HHV-1 wynosita 394.3 pg/ml,
alloferonu Il 304,41 pg/ml. Aplikacja limfocytéw wspélnie z alloferonami do hodowli

komorek zakazonych wirusem pozwolita zredukowaé ICso alloferonéw I i 11 do 317,53
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1 303,09 ug/ml. Po zastosowaniu limfocytéw stymulowanych fitohemaglutyning ICso zostalo
zredukowane do warto$ci odpowiednio 306,00 i 213,63 ug/ml.

Podsumowujac, wykazano, ze testowane syntetyczne odpowiedniki peptydow
wyizolowanych z hemolimfy ggsienic Calliphora vicina (alloferon 1 i IT) wplywaja
inhibicyjnie na HHV-1mc. Przeciwwirusowe dzialanie alloferonéw zostato wzmocnione po

podaniu limfocytéw oraz limfocytéw, ktérych proliferacja zostata stymulowana

fitohemaglutyning.

Publikacja 3. In vitro inhibition of HHV- 1 replication by inosine pranobex

and interferon-a.

Posiadajgc  wiedz¢ na temat przeciwwirusowego dziatania interferonu-a
poszukiwalismy odpowiedzi na pytanie, czy interferon moze wzmacniaé dziatanie pranobeksu
inozyny w warunkach in vifro. Pranobeks inozyny obecnie stosowany jest w leczeniu i
profilaktyce zakazen ludzkimi alfaherpeswirusami (HHV-1, HHV-2, VZV), a w polaczeniu z
interferonem-o. (IFN-0) w podostrym stwardniajacym zapaleniu mozgu (SSPE) bedacym
odlegtym powiktaniem po zakazeniu wirusem odry.

Celem badania byla ocena inhibicji trzech szczepéw wirusa opryszezki zwykiej (HHV-
1) przez pranobeks inozyny i IFN-a in vifro. W badaniu wykorzystano szczep referencyjny
HHV-1mc (McIntyre) wrazliwy na acyklowir (ICsp ACV 0,68ug/ml) oraz dwa szczepy
kliniczne oporne na ACV i alternatywnie podawany - cidofowir (HHV-1p3, i HHV-112x; ICs0
ACV>250 pg/ml, ICso CDV>500 ug/ml). Aktywnosé przeciwwirusowg oceniano w hodowli
ludzkich komérek linii Hep-2 i Hel 299, wczesniej ustalajac, ze badane zwigzki nie wykazuja
toksycznego dziatania na hodowle komoérek, w ktérych prowadzono eksperymenty (metoda
jakosciowa tj. ocena efektu cytopatycznego i ilosciowa za pomocg testu MTT).

Zastosowano pranobeks inozyny w dawkach 50-400 pg/ml oraz 100 i 1000 IU/ml IFN-c.
Dziatanie przeciwwirusowe oceniono na podstawie zdolnosci wprowadzonych do hodowli
inhibitoréw do redukowania mian wiruséw oraz redukeji ICso pranobeksu inozyny.

Analiza wynikéw pozwolila na stwierdzenie, ze pranobeks inozyny, po dodaniu do
zakazonej wirusem hodowli, wplywa inhibicyjnie na HHV-1, a jego aktywnosé
przeciwwirusowa zalezy od st¢zenia leku. Sila hamowania namnazania wirusa in vitro zalezy
takze od szczepu wirusa i linii komérkowej, w ktorej prowadzony jest eksperyment.
Pranobeks najsilniej zredukowal miano zakazne referencyjnego szezepu wirusa w hodowli

komérek HEL 299. IFN-a (1000 IU/ml) redukowat miano wszystkich wiruséw o ok. 1 logiow
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poréwnaniu z kontrola. IFN-a wzmocnit takze dziatanie pranobeksu inozyny. Po aplikacji 400
pg/ml pranobeksu i 1000 TU/ml IFN-a do zakazonej HHV-1mc hodowli HEL 299 miano
zakazne zostalo zredukowane o ponad 3 logio w poréwnaniu z kontrola wirusa. Miana
szczepow HHV-lmc, HHV-1usa i HHV-1p12x eksponowanych na te inhibitory w linii
komorkowej HEp-2 zostaly zredukowane o ponad 1,5 logio w poréwnaniu do miana wirusa
nie eksponowanego na Zadne inhibitory. Skojarzenie 1000 IU/ml IFN-o. i pranobeksu
spowodowato takze redukcje ICso pranobeksu, najistotniej w badaniu wzgledem
referencyjnego szczepu wirusa opryszezki zwyklej, o odpowiednio 26,3% i 49,8% w hodowli
Hel 299 i HEp-2.

WykazalisSmy zatem, ze pranobeks inozyny wplywa inhibicyjnie na wirusy opryszezki
zwyklej. IFN-a wzmocnit zdolnos¢ leku do redukowania mian zakaznych wiruséw in vitro.
Efekt inhibicyjny zalezy w duzym stopniu od szczepu HHV-1 oraz zastosowanej linii
komérkowe;j. Dotyczy =~ to  zaréwno  pranobeksu  inozyny, IFN-a  jak
1 skojarzonego dziatania obu preparatow. Spostrzezenia te, zwracaja uwage na rozwazne
poréwnywanie wynikéw i uwzglednienie w ich interpretacji odmiennych warunkéw,

w ktorych prowadzone sg eksperymenty in vitro.

Publikacja 4. Pranobeks inozyny — dzialanie cytotoksyczne oraz wplyw na
replikacj¢ ludzkich wiruséw paragrypy (HPIV-2, HPIV-4),
enterowiruséw (CA16, EV71) i adenowiruséw (HAdV-2, HAdV- 5)

w badaniu in vitro.

W' prezentowanej pracy oceniano wplyw pranobeksu inozyny na redukcje mian
zakaznych 4 klinicznych szczepéw wirusow RNA: HPIV-2, HPIV-4, CAl6, EV71 oraz 2
wirusow DNA: HAdV-2 i HAdV-5. Zaden z obecnic znanych preparatéw
przeciwwirusowych nie posiada rejestracji do leczenia zakazen wirusami wykorzystanymi w
badaniu. Eksperymenty przeprowadzono w linii ludzkich komérek A549.

Efekt przeciwwirusowy oznaczono metoda redukeji mian zakaznych (YRA) wyrazajge miano
wirusa w log1oTCIDsoml. Wyniki oceniono statystycznie z wykorzystaniem metody korelacji
Pearsona (r-Pearsona) do pomiaru zaleznosci pomiedzy dawkami pranobeksu inozyny, a

$rednimi warto$ciami mian wirusow.

W pierwszym etapie badan wykazano, ze pranobeks inozyny w stezeniach 50-800 ug/ml nie
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wykazuje toksycznego dziatania na hodowle komérek. Zywotnosé komérek eksponowanych
na lek wynosita 96,70 - 99,90% ($rednio 98,36%).
Badajac aktywnos¢ przeciwwirusowg leku, zauwazono, ze wyzsze stezenia pranobeksu
inozyny silniej redukuja miano zakaZne wirusow. Analizujagc wspolezynnik korelacji
Pearsona zaobserwowano istotng zalezno$¢ zakaznego miana EV71 i HPIV-4 od dawki
pranobeksu. Pranobeks inozyny wykazal najnizsza aktywnosé (redukcja miana o 1,00
log1oTCIDsoml) wobec enterowiruséw. W prowadzonym eksperymencie miano zaka‘ne
wirusa paragrypy HPIV-2 zostalo zredukowane o 1,30 log10TCIDso/ml, a HPIV-4 o 1,19
logioTCIDso/ml. Lek w stezeniu 800 pg/ml redukowal miana zakazne HAAV-2 i HAAV-5 w
stosunku do kentroli $rednio o odpowiednio 1.68 logio i 1,86 log1oTCIDsoml.

Podsumowujgc, wykazano, ze badane wirusy DNA (adenowirusy) cechujg sie wyzszg
wrazliwoscig na dziatanie pranobeksu inozyny niz stosowane w eksperymentach wirusy RNA

(enterowirusy i wirusy paragrypy).

Publikacja 5. Inhibition of adenovirus multiplication by inosine pranobex and

interferon-a in vitro.

Wsréd zarejestrowanych lekéw przeciwwirusowych brakuje chemioterapeutyku o

dziataniu przeciwadenowirusowym. Opcja terapeutyczng jest wprawdzie cidofowir, jednak
jego gléwne dziatanie niepozadane tj. nefrotoksyczno$é oraz koszt terapii stanowia powazne
ograniczenia stosowania.
W przedstawianej publikacji znajdujg si¢ wyniki badas, dotyczace dziatania pranobeksu
inozyny i interferonu-a na namnazanie ludzkich adenowiruséw. Oceniano redukcje mian
zakaznych HAdV-2 i HAdV- 5 po ekspozycji na jednoczesnie dodawane do hodowli wiruséw
inhibitory w réznych stezeniach. Obliczono medialne st¢zenie pranobeksu hamujgcego w
50% funkcje biologiczne wiruséw (ICs0).

Zaobserwowano, ze IFN-o. w stezeniu 1000 TU/ml dodany do zakazonych wirusami
hodowli wykazal slabe dziatanie inhibicyjne. Ekspozycja 2000 IU/ml IFN-a silniej
zredukowata miano; HAdV-2 o blisko 2 logjo, a HAdV-5 o okoto 1 logio w poréwnaniu z
kontrolg (komérki zakazone wirusem bez inhibitorow). Pranobeks
W maksymalnej stosowanej w badaniu dawce (800 pg/ml) obnizyl miano wiruséw
o ponad 1,5 logio. Wprowadzenie 800 pg/ml pranobeksu i 2000 1U/ml IFN-a do zakazone;j

adenowirusem hodowli A549 skutkuje obnizeniem miana o okolo 3 logio.
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Jednoczesna ekspozycja adenowiruséw na pranobeks i 2000 Ul/ml IFN-a obnizyla wartosé¢
ICso pranobeksu o odpowiednio 53,1% i 52.4% (w stosunku do ICsq pranobeksu bez dziatania
interferonu) w badaniu z udzialem HAdV-2 i HAdV-5.
Po obliczeniu indeksu interakcji (CI) zauwazono, ze pranobeks inozyny i IFN-q
synergistycznie redukujg miano wiruséw HAAV-2 (CI: 0.80) i HAdV-5 (CI: 0.73)
w badaniu in vitro.

Wykazano zatem, Ze pranobeks inozyny oraz IFN-ua wprowadzone jednoczesnie do
zakazonych adenowirusem (HAdV- 2 oraz HAdV-5) hodowli komérek A3549 dzialaja
synergistycznie i wywolujg, istotne statystycznie silniejsze dziatanie przeciwwirusowe niz

monoterapia bez toksycznego wptywu na komoérki, co moze mieé¢ warto$é aplikacyjng.

Publikacja 6. Wplyw interferonu-a i pranobeksu inozyny na hamowanie replikacji
ludzkich wiruséw RNA in vitro.

Zwazywszy, ze pranobeks inozyny wykazuje dziatanie plejotropowe przeprowadzono
kolejne eksperymenty, ktérych celem byta ocena wpltywu IFN-o oraz pranobeksu na miana
zakazne wirusow RNA: wirusa Coxsackie Al6 (CA-16), enterowirusa 71 (EV71), oraz

wirusa paragrypy 4 (HPIV-4) w warunkach in vitro.

W badaniu wykazano, ze IFN-o istotnie hamuje namnazanie wymienionych wiruséw.
Redukcja mian zakaznych zalezna byta od stezenia interferonu. IFN-a dodany do hodowli
wirusow ~ w  stezeniu 1000 [U/ml obnizyl érednie miano zakafne EV71
0 0,94, CA-16 0 2,33, a HPIV-4 o0 1,33 logio TCIDso/ml w poréwnaniu do kontroli, ktorag
stanowita hodowla komérek A549 zakazonych wirusami i nie poddanych dziataniu inhibitora.
Pranobeks inozyny w maksymalnej dawce zastosowanej w badaniu (400 ng/ml) obnizyt
miano wirusow RNA o 0,80-0,88 logigTCIDse/ml. W kolejnym etapie dodawano do hodowli
wiruséw jednoczesnie [FN-a i pranobeks inozyny. Analizujac wplyw 1000 TU/ml IFN-o oraz
400 pg/ml pranobeksu stwierdzono istotng statystycznie redukcj¢ mian. Miano EV-71 zostato
zredukowane o 1,76, HPIV-4 o 1,60, a CA-16 o 3,00 log10TCIDso/ml w poréwnaniu z
mianem kontrolnym (tj. miano wirusa bez ekspozycji na inhibitory). Aplikacja 1000 TU/ml
IFN-a. wspélnie z pranobeksem do hodowli komérek linii A549 zakazonych CA-16
zredukowata ICso pranobeksu o 41,7 %. W przypadku HPTV-4 i EV71 efekt ten byt stabszy
ICso pranobeksu zostato zredukowane o odpowiednio 29% i 3.5%.

Podsumowujac, stwierdzono. ze interferon-o redukuje miana zakazne EV7I1,

CA-16, HPIV-4. Wirus CA-16 jest najbardziej wrazliwy na dziatanie IFN-o.. IFN-0 wzmacnia
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inhibicyjne dziatanie pranobeksu inozyny wobec badanych wiruséw RNA. Skojarzenie

inhibitoréw najsilniej redukuje miano zakazne wirusa Coxsackie A16 in vitro.

Publikacja 7. New alloferon analogues: synthesis and antiviral properties.
Publikacja 8. Novel analogs of alloferon: Synthesis, conformational studies,

pro-apoptotic and antiviral activity.

Wspblczesnie istnieje mozliwos¢ wykorzystania modelowania molekularnego w
projektowaniu lekéw. W publikacjach zaprezentowane sa m. in. wyniki badan dotyczace
aktywnos$ci biologicznej zwiazku naturalnego pochodzenia, alloferonu oraz jego 36
analogow. Peptydy zostaly opracowane drogg syntezy na Wydziale Chemii, Uniwersytetu
Wroclawskiego. Wsrdd badanych zwigzkéw znajduja sie fragmenty alloferonu skrocone od
N- i C-korica taficucha peptydowego oraz bialka, w ktérych reszta histydyny (His) w pozycji
I, 9 lub 12 zostala wymieniona na aminokwasy zasadowe (Ala, Arg, Lys) lub aromatyczne
(Phe, Phg, Tyr, Trp, Phe(p-Cl), Phe(p-OMe)).

W publikacji 7. oceniano aktywno$¢ przeciwwirusows peptydéw  wobec
chorobotworczych dla czlowieka szeczepéw wirusa DNA (HHV-1yc i szczep kliniczny HHV-
I z wykorzystaniem hodowli komérek Vero i HEp-2) i szczepéw wirusa RNA (971 PT
Coxsackievirus B2; CVB-2 971 PT i szezep kliniczny Coxsackievirus B2; CVB-2 z
wykorzystaniem hodowli HEp-2 i LLC-MK2). Skuteczno$¢ hamowania replikacji wiruséw
wyrazono na podstawie stgzenia biatek hamujacych w 50% funkcje biologiczne wirusow
(ICso).

Po wykonaniu serii eksperymentéw stwierdzono, ze najwyzsza aktywnosé wobec HHV-1yc
w hodowli komorek Vero sposrod analogéw alloferonu skroconych od N-konca tancucha
peptydowego wykazaly biatka: [4-13]-alloferon, [6-13]-alloferon [7-13]-alloferon. Peptydy te
posiadaja podobng aktywnos¢ przeciwko klinicznemu szczepowi HHV-1 w tej samej hodowli
komorek. W kolejnych badaniach, z wykorzystaniem linii komoérkowej HEp-2, wykazano, ze
najwyzszg aktywnos¢ wobec szczepu klinicznego HHV-1 posiadaja; [3-13]-alloferon i [6-13]-
alloferon. Wsréd analogéw skréconych od C-konca, zwigzkiem wykazujacym dzialanie
przeciw HHV-1ve poréwnywalne z alloferonem byl [1-11]-alloferon.

Badano takze biatka, w ktérych reszta His' alloferonu zostala wymieniona na reszty
aminokwaséw aromatycznych wykazujac, ze wszystkie te biatka hamujg replikacje
HHV-1mc w komorkach Vero, a wartosé ICso tych peptydow jest zblizona do ICsp alloferonu.

Wsréd analogéw zmodyfikowanych w pozycji 9 (publikacja 8.) najwyzsza aktywnosé
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przeciwwirusowg posiada [Ala’]-alloferon, a $rednie stezenie hamujace [Arg’]- [Lys’]-,
[Trp°]-alloferonu i analogéw zawierajgcych pochodne fenyloalaniny w pozycji para-
podstawionej grupa hydroksylowa ([Tyr"]-alloferon), grupa metoksylowa ([Phe (p-OMe)?]),
jak réwniez atomem chloru ([Phe (p-C1)’]) jest nizsze niz alloferonu. Analogi zmodytikowane
wprowadzeniem fenyloglicyny (Phg) i fenyloalaniny (Phe) w pozycje 9 wymagaja
zastosowania znacznie wyzszych stezen do redukowania miana referencyjnego szczepu HHV-
1. Badania wlasciwosci przeciwwirusowych analogéw alloferonu modyfikowanych w pozycji
12 wykazaty, ze majg one slabsza od natywnego peptydu aktywnosé przeciwwirusowg lub
utracity swoje wiasciwosci inhibicyjne.

W publikacji 7. wykazano dziatanie alloferonu i jego skréconych analogéw na inhibicje
szezepow wirusa CVB-2. Alloferon - w wykorzystanych w badaniu stezeniach - nie dziata
hamujgco na szczepy wirusa Coxsackie B2 namnozone w komérkach LLC-MK., ale
wszystkie jego analogi ze skréconym lafcuchem polipeptydowym wykazaty aktywno$é w
stosunku do CVB-2 971 PT w stezeniach nietoksycznych. Najnizsze ICso odnotowano dla [3-
13]-alloferonu. Po wykonaniu takich samych eksperymentéw w hodowli HEp-2 okazato sig,
ze oprocz alloferonu takze [5-13]-alloferon nie hamuje namnazania CVB-2 971 PT.
Wykorzystany w badaniu szczep kliniczny jest wrazliwy na alloferon w hodowli komérek
HEp-2. Bialka [3-13]-alloferon i [6-13]-alloferon hamuja jego namnazanie w stezeniach
nizszych niz ICs alloferonu.

Podsumowujac, stwierdzilismy, ze chemiczna modyfikacja alloferonu wywolata zmiany
aktywnosci przeciwwirusowej nowych biatek, co pozwolito na wyselekcjonowanie peptydow,
ktére hamujg namnazanie wiruséw in vitro. Stwarza to mozliwosé uzyskania specyficznych i
skutecznych inhibitoréw, zwlaszcza tych wiruséw, wobec ktérych wspoélczesna medycyna nie

dysponuje mozliwosciami leczenia i/lub profilaktyki.

Publikacja 9. Antiviral medication in sexually transmitted diseases. Part II; HIV.

Praca jest drugg z cyklu trzech publikacji, w ktérych opisano wspolczesne mozliwosci
kontrolowania zakazen wywolanych przez wirusy przenoszone droga plciows. W tej czesci
opisano zwigzki majace zastosowanie w leczeniu 0séb zakazonych HIV i profilaktyce
zakazen tym wirusem. Przedstawiono réwniez kierunki badas zmierzajace do opracowania
nowych chemioterapeutykdw.

W publikacji wymieniono inhibitory sklasyfikowane do 6 klas chemioterapeutykow, sg to:

nukleotydowe i nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (NRTI), nienukleozydowe
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inhibitory odwrotnej transkryptazy (NNRTI), inhibitory proteazy (PI), inhibitory integrazy
(I) 1 inhibitory wejscia (inhibitory fuzji; FI i inhibitory koreceptora CCRS).
Pierwszym lekiem przeciwwirusowym zastosowanym u oséb zakazonych HIV byla
zydowudyna (AZT) zsyntetyzowana w 1964 r. jako lek przeciwnowotworowy. Opornos¢ na
AZT zaobserwowano juz po 6. miesigcach jej stosowania w monoterapii. Wykazano, ze brak
skutecznosci leczenia korelowat z wystepowaniem mutacji w genie odwrotnej transkryptazy
wirusa (T215Y, K70R, D67N, M41L, L210W). Do inhibitoréw odwrotnej transkryptazy
nalezy réwniez lamiwidyna, obecna takze w schemacie leczenia zakazenia HBV. Istotnym
postgpem w leczeniu zakazonych HIV bylo wprowadzenie lekéw o odmiennym mechanizmie
dzialania i nalezacych do innych klas inhibitoréw tj.: NNRTI i PI; obecnie w kazdej z tych
grup wystepuje odpowiednio 5 i 9 lekow. Ostatnim (2006 r.) zatwierdzonym inhibitorem
proteazy jest posiadajacy wysokg bariere genetyczng darunawir. Od 2007 dostepne sg 3
inhibitory integrazy; raltegrawir posiada stosunkowo niska barier¢ opornos$ci, zwigzang z
trzema giéwnymi mutacjami: N155H, Q148H/K/R i Y143R. Mutacje indukowane przez ten
lek odpowiadajg rowniez za wysoki stopiefi opornosci na elwitegrawir. Dolutegrawir nalezy
do II generacji inhibitorow integrazy i dostepny jest od 2012 r. Ostatnia grupa lekow to
inhibitory wejécia, jedynymi przedstawicielami sa marawirok i enfuwirtyd. Marawirok jest
inhibitorem receptora CCR5 dla chemokin, wybiérczo wiaze si¢ z receptorem CCRS i
uniemozliwia przedostanie si¢ CCR5-tropowych wiruséw HIV-1 do wnetrza komérki.
Enfuwirtyd  natomiast  blokuje  fuzje miedzy blona komérkowa  wirusa
i komérki docelowej. Obecnie w trakcie badan jest kilka innych inhibitorow wejscia, np.:
cenikriwirok i sifuwirtyd (inhibitor fuzji IIl generacji) oraz charakteryzujacy sie 11-14-sto
dniowym okresem poltrwania - albuwirtyd.
Istotnym postgpem bylo wykazanie, ze leki przeciwretrowirusowe mogg byé réwniez
stosowane jako profilaktyka przedekspozycyjna (fumaran dizoproksylu tenofowiru
z emtrycytabing) u os6éb niezakazonych HIV w celu zmniejszenia ryzyka nabycia tego

zakazenia oraz jako profilaktyka poekspozycjna po narazeniu na zakazenie wirusem.

Podczas przygotowywania publikacji na temat mozliwosci kontrolowania choréh
wirusowych jeszeze bardziej zainteresowal mnie temat zwiazany z chemioterapig tych
zakazen. Postanowilam wykona¢ testy w warunkach in vitro oceniajace aktywnos¢ peptydow
przeciwdrobnoustrojowych  (antimicrobial peptides; AMPs) oraz innych zwiazkow o

potencjale przeciwwirusowym lub immunomodulujacym. Efektem kilkuletniej pracy w
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laboratorium sa wyniki, ktére zaprezentowalam w publikacjach stanowiacych osiagniecie

naukowe.

Podsumowanie wynikéw

1. Pranobeks inozyny wptywa inhibicyjnie na namnazanie badanych, chorobotwoérezych dla
cztowieka wirusow DNA. Redukuje miano zakazne wirusa opryszezki zwyklej typu 1,
hamuje réwniez namnazanie adenowiruséw (HAdV-2, HAdV-5) in vitro. Aktywnos¢
przeciwwirusowa zalezy od szczepu wirusa oraz zastosowanej linii komérkowe;j.

2. Pranobeks inozyny wykazuje stabszg aktywnos¢ w redukeji mian zakaznych wiruséw
RNA (wirus Coxsackie A16, enterowirus 71 i wirusy paragrypy: HPIV-2, HPIV-4) niz
wykorzystanych w badaniu wiruséw DNA.

3. Interferon-a redukowat miano wszystkich wiruséw wykorzystanych w cksperymentach,
najsilniejsze dzialanie hamujace wykazat wobec wirusa Coxsackie A16.

4. Interferon-o. wzmocnit aktywno$é przeciwwirusowa pranobeksu inozyny. Skojarzenie
inhibitoréw, silniej niz monoterapia, redukowato miana badanych wiruséw DNA i RNA, co
moze mie¢ znaczenie praktyczne. Najsilniejszy efekt inhibicyjny zaobserwowano w stosunku
do wirusa Coxsackie A16 oraz adenowiruséw.

5. Badane, syntetyczne odpowiedniki naturalnych peptydéw (alloferon I i IT) wplywaja
inhibicyjnie na HHV-1. Przeciwwirusowe dziatanie alloferonéw zostalo wzmocnione po
podaniu limfocytéw oraz limfocytow, ktérych proliferacja zostata stymulowana
fitohemaglutyning.

6. Chemiczna modyfikacja struktury alloferonu powoduje zmiany aktywnosci
przeciwwirusowej analogéw biatka natywnego.

a. Analogi alloferonu skrécone od N-korica taficucha peptydowego dziatajg inhibicyjnie na
CVB-2971 PT w hodowli LLC-MK2, w stezeniach nietoksycznych. W badaniu
aktywnosci przeciw HHV-1mc w hodowli komérek Vero wykazano, ze ICso [4-13]-, [6-
13]- 1 [7-13]-alloferonu jest nizsze od ICs¢ natywnego biatka.

b. Wsréd analogéw skréconych od C-kofica, zwigzkiem wykazujacym dziatanie przeciw
HHV-1mc poréwnywalne z alloferonem byt [1-11]-alloferon.

¢. Wszystkie badane analogi, w ktérych reszta His! alloferonu zostata wymieniona na
reszty aminokwas6w aromatycznych hamuja replikacje HHV-1yc, a wartosé ICsg tych

peptydéw jest zblizona do 1Csg alloferonu.
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d. Wsrod analogéw zmodyfikowanych w pozycji 9 najwyzsza aktywnosé
przeciwwirusowa posiada [Ala’]-alloferon. Srednie stezenie hamujace [Arg®]- [Lys’]-,
[Trp’]-, [Tyr’]-, [Phe (p-OMe)®]-, jak réwniez [Phe (p-Cl)°]-alloferonu jest nizsze niz
biatka natywnego.

¢. Analogi alloferonu modyfikowane w pozycji 12 wykazaly najstabsza aktywnogé

przeciwwirusowsg.

5. Pozostale osiagnigcia naukowo-badawcze

Moje zainteresowania naukowe dotycza réwniez zagadnien zwigzanych z diagnostyka
laboratoryjng zakazefi wywolanych przez bakterie i wirusy oraz badaniem lekoopornosci

klinicznych szczepow drobnoustrojéw. Realizuje nastepujace tematy badawcze:

Znaczenie kliniczne oraz mozliwosci wspélczesnej laboratoryjnej diagnostyki

zakazen wirusowych

Aktualnie dostgpnych jest wiele metod laboratoryjnych, ktére moga by¢ wykorzystane
W rozpoznawaniu zakazei wirusowych, poczawszy od tych samodzielnie opracowanych w
laboratoriach, do walidowanych testéw komercyjnych. O wyborze decyduja nastepujace
czynniki: czulod¢ i swoisto$¢, rodzaj prébki materiatu klinicznego pobranego od chorego,
Sposob jej pobrania i przechowywania, faza zakazenia, mozliwoéci techniczne wykonania
badania oraz jego koszt. Wyniki badan prowadzonych w tym zakresie zostaty opublikowane
w 11 pracach oryginalnych pehotekstowych i w 2 opisach przypadkéw. Na podstawie

aktualnej wiedzy i otrzymanych wynikéw, sformulowano nastepujace stwierdzenia:

1. Klasyezny PCR oraz test zmodyfikowany real-time PCR czy multiplex PCR moga z
powodzeniem zastgpi¢ metode referencyjng tj. izolacje wiruséw w hodowli komoérek w
rozpoznawaniu miejscowych zakazefi wirusem opryszezki zwyklej. Metody oparte na
amplifikacji kwaséw nukleinowych maja wspélczesnie przewage nad innymi metodami,
gdyz: cechuje je wyzsza czulo$é, procedury przedlaboratoryjne wplywaja w mniejszym
stopniu na wynik badania, czas badania jest znacznie krotszy, a DNA wirusow moze by¢

wykrywane w r6znych materiatach klinicznych i w réznych fazach zakazenia.

2. Wykrywanie DNA HSV w surowicy za pomoca ilosciowej reakcji real-time (qPCR) ma

istotng warto$¢ u pacjentéw we wezesnym okresie po przeszczepowym (po przeszczepieniu

komérek krwiotworczych). Wysoka czulosé gwarantuje wykrycie reaktywacji wirusa przy
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niskim poziomie wiremii, pomimo stosowania profilaktyki przeciwwirusowej (acyklowir), co
moze mie¢ rowniez zwiazek z opornoscia wiruséw na analogi nukleozydow u tych pacjentéw.
Prowadzenie takich obserwacji ma aspekt praktyczny, bowiem wg pismiennictwa szczepy
HSV oporne na acyklowir izolowane sg od ok. 30% biorcow komérek krwiotworczych.
Badacze podkreslaja, ze w tej grupie chorych zaobserwowano wzrost lekoopornosei, co moze

mie¢ zwigzek z obecnie rekomendowanym protokolem leczenia immunosupresyjnego.

3. Do oceny aktywnosci przeciwwirusowej lekow i nowych zwigzkow o potencjale
przeciwwirusowym stosuje si¢ metody fenotypowe. Wykazano, ze w przypadku HSV-1
procedura oparta na zastosowaniu pierwotnej hodowli mysich neuronéw moze by¢
zastosowana zarowno do badania wrazliwosci szezepdw wiruséw na acyklowir i cidofowir,

jak 1 do oceny dziatania innych inhibitoréw in vitro.

Zakazenia bakteriami beztlenowymi u chorych hospitalizowanych z uwzglednieniem

monitorowania wrazliwosci na antybiotyki

Diagnostyka laboratoryjna zakazen bakteriami  beztlenowymi stanowi dla
mikrobiologéw klinicznych jedno z najtrudniejszych wyzwan, mimo ze techniki identyfikacji
s3 sukcesywnie doskonalone. Przeprowadzone w tym zakresie badania pozwolity na

sformulowanie nastepujgcych stwierdzen:

1. Metoda spektrometryczna (MALDI-TOF) jako jednostopniowa identyfikacja jest metoda z
sukcesem zaadoptowana do rutynowej identyfikacji bakterii beztlenowych. Pozwala na
wiarygodng 1 dokladniejsza identyfikacje istotnych klinicznie gatunkéw  bakterii
beztlenowych w poréwnaniu z dotychczas stosowanymi metodami fenotypowymi (Api 20A,
Rapid 32A, Vitek 2), skraca réwniez czas badania. Okazuje si¢ jednak, ze istotnym
problemem diagnostycznym moga by¢ nadal zakazenia gatunkami zasiedlajacych srodowisko
czlowieka, nie wlgczone do baz danych systemow identyfikujacych bakterie. Opisalismy
przypadek pourazowego zakazenia tkanek miekkich z zajeciem pochewek $ciegnistych,
wykazujgc koniecznoéé zapewnienia dostepu do metod molekularnych np. sekwencjonowania

fragmentu genu 16S rRNA, aby wykonaé pelne badanie bakteriologiczne.

2. Bakterie beztlenowe izolowane sg z réznych materialéw klinicznych (krew, ptyn z jamy
brzusznej, fragmenty tkanek, ropa z ropnia itp.). U chorych hospitalizowanych na oddziatach

transplantacyjnych i chirurgicznych w miejscu zakazen wystepowaly czesto pateczki Gram-
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ujemne, istotne kliniczne ze wzgledu na zjadliwo$¢ i zdolno$¢ do wywolywania zakazen
uogélnionych. Na oddziatach ortopedycznych (zabiegowych) czesto identyfikowano bakterie
Gram-dodatnie. Opisano jednak dwa powiklane przypadki kliniczne zakazen z udzialem
Bacteroides fragilis oraz problemy w ich leczeniu. Zasadno$¢ wykonywania oznaczania
wrazliwosci na antybiotyki bakterii beztlenowych byta przedmiotem dyskusji mikrobiologow
i lekarzy przez wicle ostatnich lat. Dzi§ wiadomo, Ze terapia empiryczna powinna by¢
wdrozona na podstawie klinicznej oceny przebiegu zakazenia oraz wzoru opornosei na leki

przeciwbakteryjne w szpitalu i oddziale.

3. Monitorujac lekowrazliwos¢ bakterii beztlenowych mozemy $ledzi¢ zmiany w ich profilu
opornosci na antybiotyki, co ma znaczenie praktyczne w leczeniu empirycznym. Od 2008 r
bior¢ udzial w badaniu lekowrazliwosci bakterii bezwzglednie beztlenowych izolowanych z
zakazen od pacjentéw hospitalizowanych. Zaobserwowalismy sukcesywny wzrost opornosci
bakterii z rodzajow Bacteroides i Parabacteroides na klindamycyne, totez stosowanie tego
antybiotyku w leczeniu empirycznym (szczegélnie zakazen w obrebie jamy brzusznej lub na
oddziatach urazowo-ortopedycznych) moze prowadzi¢ do braku sukcesu terapeutycznego.
Wykazalismy, ze odsetek szczepéw opornych izolowanych od chorych wynosit okoto 30%.
Podobna tendencja wystepuje w innych krajach europejskich, gdzie oporno$é na
klindamycyng jest wysoka i dotyczy od 28,5% do 60% izolatéw bakterii beztlenowych w
zaleznosci od gatunku. Oporno$¢ na klindamycyne wsréd szczepdw Bacteroides 1
Parabacteroides zwigzana jest glownie z produkejg metylazy rybosomalnej, kodowanej przez
geny erm. U badanych szczepow najezesciej wykrywalismy ermF.

Wyniki tych obserwacji zostaly opublikowane w 12 publikacjach (w tym list do redakcji i
opis przypadku). Sumaryczny IF tych prac wynosi 10,71.

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badafi komunikowane byly takze na 9 zjazdach
krajowych i 12 migdzynarodowych jako wystapienia ustne lub w sesjach plakatowych.

Prace pogladowe

Jestem wspétautorka 28 prac pogladowych (sumaryczny IF 11,042), o nastepujacej tematyce:
l. Zakazenia miejscowe, narzadowe oraz wertykalne wywolane przez ludzkie
alfaherpeswirusy oraz zakazenia z udzialem wirusa B19. Diagnostyka laboratoryjna i obraz
kliniczny tych zakazen.

2. Leki stosowane w terapii chorob wirusowych: struktura, mechanizm dzialania i problem

lekoopornosei.
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3. Immunoprofilaktyka zakazen - w zakresie zdefiniowania przyczyn rezygnacji ze szczepien
ochronnych oraz probleméw w realizacji programu eliminacji i eradykacji odry, rézyczki oraz
zespotu rozyczki wrodzonej w Regionie Europejskim WHO.

4. Zakazenia wywolane przez bakterie bezwzglednie beztlenowe u ludzi ze wskazaniem na

problemy w diagnostyce mikrobiologicznej tych zakazen oraz lekowrazliwogé.
Podreczniki i skrypty

Jestem wspolautorka trzech rozdzialow w podrgczniku: Choroby wirusowe w praktyce
klinicznej, pod redakecja.: Marta Wréblewska, Tomasz Dziecigtkowski. Warszawa:
Wydawnictwo Lekarskie PZWL, 2017. ISBN: 978-83-200-5419-4:
1. Anna Majewska, Stawomir Majewski: Zakazenia skéry, str. 113-135.
2. Stawomir Majewski, Anna Majewska: Zakazenia uktadu moczowo-plciowego, str.150-
167.
3. Maria Katarzyna Baszewska-Kornacka, Anna Majewska: Zakazenia okotoporodowe,
str. 168-194,

Jestem wspétautorka trzech rozdziatow, a takze bratam udziat w redakcji opracowania: Zeszyt
do c¢wiczenn z mikrobiologii dla studentéw Wydzialu Nauki o Zdrowiu kierunkéw:
Pielggniarstwo i Poloznictwo pod redakcja: Grazyna Mtynarczyk, Beata Sokol-Leszezynska,
Anna Majewska. Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej WUM, wydanie 1 (201 1),
wydanie [ (poprawione) 2013.

Jestem wspotautorkg rozdzialu w opracowaniu Zeszyt do éwiczen z mikrobiologii dla
studentéw  kierunku Poloznictwo Wydzialu Nauki o Zdrowiu pod redakcja: Grazyna

Mtiynarczyk, Beata Sokét-Leszczynska, Irina Niecwietajewa. Katedra i Zaklad Mikrobiologii
Lekarskiej WUM, wydanie I (2018).

Recenzje

Od 2016 r. jestem statym recenzentem w czasopismie Forum Zakazen, a od maja 2018 r. w
czasopismie Polskiego Towarzystwa Zakazen Szpitalnych Zakazenia XXT w.

Ponadto, recenzowalam prace w czasopismach:

- Journal of Global Antimicrobial Resistance

- International Journal of Peptide Research and Therapeutics

- Journal of Obstetrics and Gynaecology
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- Mini-Reviews in Medicinal Chemistry
- Archives of Community Medicine and Public Health
- Journal of Veterinary Research

- Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia

Recenzowatam abstrakty zgloszone na:

- 11th Warsaw International Medical Congress for Young Scientists. Warszawa, 2015 w sesji
Basic & Preclinical Science.

- 13th Warsaw International Medical Congress for Young Scientists. Warszawa, 2017 w sesji
Infectious Diseases

- 14th Warsaw International Medical Congress for Young Scientists. Warszawa, 2018 w sesji

Infectious Diseases

Udzial w projektach badawczych

Kierownik projektu

1. Projekt badawczy 1M20/UK1/311, Badanie wplywu pranobeksu inozyny oraz interferonu-a
na wirusy chorobotwdreze dla czlowieka (2013-2014, zakonczony).

2. Projekt badawczy 1M20/UKI/302, Poréwnanie in vitro przeciwbakteryjnego wplywu
produktow leczniczych Nifuroksazyd (Gedeon Richter) i zawiesiny z produktem leczniczym
Ercefuryl (Sanofi-Aventis) (2013, zakonczony).

Wykonawea projektu

1. Projekt badawczy MNiSW nr NN204 085638, Nowe analogi alloferonu i Neb-kolostatyny
Jako potencjalne czynniki antywirusowe i cytostatyezne. Synteza i ocena aktywnosci
biologicznej (2010-2013, zakonczony).

Kierownik projektu: dr hab. Mariola Kuczer, Wydzial Chemii, Uniwersytet Wroctawski.

2. Projekt badawezy 2237/W/WCh09, Projektowanie i synteza nowych analogéw alloferonu
Jako potencjalnych czynnikéw antywirusowych (2009-2010, zakonczony)

Kierownik projektu: dr hab. Mariola Kuczer, Wydziat Chemii, Uniwersytet Wroctawski.

3. Projekt badawczy 1M19/UK 1/283, Badanie przeciwwirusowego i immunostymulujgcego
efektu pranobeksu inozyny (2011 — 2012) — zakonczony

Kierownik projektu: prof. dr hab. med. Witold Lasek, Zaktad Immunologii, WUM.

4. Projekt badawczy 1M20/UK/369 Ocena dzialania przeciwdrobnoustrojowego preparatu
Thonsilan (2017, zakonczony)
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Kierownik projektu: dr Marta Kierzkowska, Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej,
WUM.

Wspélpraca z instytucjami, organizacjami i towarzystwami naukowymi

Jestem Czlonkiem Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw oraz Polskiego Towarzystwa
Wakcynologii.

Podczas pracy naukowej oraz realizujgc projekty badawcze wspotpracowalam z badaczami z

Klinik i Zakladow Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Wydziatu Chemii,

Uniwersytetu Wroctawskiego.

Podsumowanie aktywnosci naukowej

Sumaryczny IF 33,802
IF prac jako pierwszy/korespondencyjny autor 20,995
Liczba punktéw MNiSW 649
Liczba prac 65
Liczba prac oryginalnych, pelnotekstowych 32
Index Hirscha wg. bazy Web of Science 6
Liczba cytowan wg. bazy Web of Science (bez autocytowan) 40

6. Osiagnigcia dydaktyczne, popularyzujace nauke i organizacyjne

Pracujgc w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego prowadze zajecia dydaktyczne; wyktady, seminaria oraz
¢wiczenia z mikrobiologii dla studentéw 111 roku Wydzialéw Lekarskich oraz dla studentéw
Wydzialu Nauki o Zdrowiu kierunku dietetyka (mikrobiologia ogdina i zywnosci) i
poloznictwo (mikrobiologia i parazytologia).

Od 2013 roku jestem koordynatorem zaje¢ dydaktycznych z przedmiotu mikrobiolo gia dla
studentéw Wydzialéw Lekarskich (III rok). Biore rowniez aktywny udziat w posiedzeniach

Rady Pedagogicznej I Wydziatu Lekarskiego, WUM.

Prowadzitam zajgcia dydaktyczne dla studentow Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego,
Wydziatu Nauki o Zdrowiu (kierunek pielegniarstwo, ratownictwo medyczne 1 zdrowie
publiczne) takze w jezyku angielskim dla obcokrajowcow (mikrobiologia z wirusologia).
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Zajmowatam si¢ organizacjy zaje¢ fakultatywnych w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii
Lekarskiej dla studentéw Wydzialéw Lekarskich (1.Mikrobiologia kliniczna, 2. Racjonalna

antybiotykoterapia w praktyce lekarza, 3. Drobnoustroje woké! nas) oraz prowadzitam

seminaria na tych zajeciach.

Prowadzitam takze zajecia laboratoryjne w ramach fakultetu Diagnostyka mikrobiologiczna
dla studentéw IV roku Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
(kierunek: Analityka medyczna) oraz seminarium w ramach Comprehensive Basic Science

Review (CBS) dla studentéw anglojezycznych.

Bylam koordynatorem zaje¢ dla studentéw Wydziatu Nauki o Zdrowiu kierunku ratownictwo
(2012-2013), potoznictwo (2010-2013).

Bralam czynny udzial w przygotowaniu i prowadzeniu zaje¢ w ramach obowigzkowych
kurséw do specjalizacji z mikrobiologii (dla 0séb ubiegajacych si¢ o tytul specjalisty w
dziedzinach majacych zastosowanie z ochronie zdrowia). Prowadzitam réwniez wyklady w

ramach specjalizacji z mikrobiologii medycznej dla diagnostéw laboratoryjnych.

Bylam promotorem pomocniczym pracy doktorskiej dotyczace; analizy fenotypowe;j i
molekularnej szczepéw klinicznych Bacteroides Spp. 1 Parabacteroides spp. (obrona pracy
2017 r.) oraz promotorem 4 prac magisterskich. Dwie z nich dotyczyly laboratoryjnego
rozpoznawania zakazen ludzkimi herpeswirusami typu 1 i 2 i realizowane byly przez
studentéw Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego (obrona 2010 i 2012 r.). Kolejne dwie
prace, zostaly przygotowane przez studentdw Wydziatu Nauki o Zdrowiu, kierunku Zdrowie
publiczne, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego i dotyczyly oceny stanu wiedzy i
swiadomosci turystow na temat zagrozen mikrobiologicznych wystgpujgcych w krajach strefy
tropikalnej i subtropikalnej (obrona pracy 2016 r.) oraz postepoéw i probleméw w realizacji

globalnych programéw eliminacji i eradykacji choréb zakaznych (obrona pracy 2016 t.).

Bylam réwniez promotorem 4 prac licencjackich przygotowanych przez studentéw kierunku

Zdrowie Publiczne, WNoZ WUM oraz recenzentem 3 prac magisterskich.

Bratam udziat w Pigtej edycji imprezy naukowo-edukacyijnej Warszawski Uniwersytet

Medyczny — Spoteczeristwu Warszawy.

Warszawa, dn. 41.06. wt8r ,_f//ﬂfm e

.....................................................



