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1. Imie i Nazwisko: Ewelina Krol

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2011 doktor nauk biologicznych w zakresie biochemii, Miedzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, tytul rozprawy doktorskiej: ,,Zastosowanie wirusa klasycznego
pomoru $win (CSFV) jako modelu do badania aktywnos$ci nowych inhibitoréw
rozwoju wirusa zapalenia watroby typu C (HCV)”. Promotor: prof. dr hab.
Bogustaw Szewczyk.
Rozprawa zostala wyrdozniona przez Rade Miedzyuczelnianego Wydzialu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego.

2004 magister  biotechnologii, Migdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, tytut
pracy magisterskiej: ,Klonowanie i ekspresja skroconej formy genu
glikoproteiny E2 wirusa HCV w systemie bakulowirusowym”. Promotor: prof.
dr hab. Bogustaw Szewczyk.

Publiczna prezentacja wynikéw pracy magisterskiej zostala wyréozniona
przez Rade¢ Mie¢dzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

0d 01.03.2012 Adiunkt, Zaktad Szczepionek Rekombinowanych, Migdzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (urlop macierzynski - 30.06.2014-28.06.2015)

2009 —2012 Starszy referent techniczny, Zaklad Szczepionek Rekombinowanych,
Miegdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Zatrudnienie w ramach projektu
naukowego: POIG.01.01.02-14-007/08-00, LINNOWACYJINA
GOSPODARKA”, ,,Centrum Biotechnologii produktow leczniczych. Pakiet
innowacyjnych biofarmaceutykéw dla terapii 1 profilaktyki ludzi 1 zwierzat",
projekt finansowany w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka Priorytet 1

2004- 2011 Stuchaczka studium doktoranckiego Chemii i Biochemii przy Wydziale
Chemii UG

4. Wskazanie osiagniecia 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. 2017 r poz.1789):

A) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

Opracowanie innowacyjnych strategii zwalczania infekcji wirusowych u ludzi poprzez
zastosowanie chemicznie zsyntetyzowanych inhibitorow.
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B) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

Osiagni¢cie naukowe wynikajgce z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki stanowi
cykl 7 powigzanych tematycznie publikacji (6 prac oryginalnych oraz 1 praca przegladowa).
We wszystkich pracach skladajacych si¢ na osiagnigcie naukowe jestem autorem
korespondencyjnym.

IF — wspoétczynnik oddzialywania z roku opublikowania pracy, w przypadku braku IF dla
danego roku, podano warto$¢ IF z roku poprzedniego; IFsiemi — 5-letni wspotczynnik
oddziatywania; MNiSW - punktacja czasopism wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego; Lc — Liczba cytowan (Web of Science (WoS); Google Scholar).

1. Krol, E.*, Wandzik, 1., Gromadzka, B., Nidzworski, D., Rychlowska, M., Matlacz, M.,
Tyborowska, J., Szewczyk, B. (2013). Anti-influenza A virus activity of uridine
derivatives of 2-deoxy sugars. Antiviral Research, 100, 90-97.

IF = 3,434; IFs.etni = 4,185; MNiISW = 35 pkt; Lc = WoS: 6, Google Scholar: 9

2. Krél, E. *, Rychtowska, M., Szewczyk, B. (2014). Antivirals - current trends in fighting
influenza. Acta Biochimica Polonica 61, 495-504.
IF =1,153; IFs.etni = 1,541; MNISW = 15 pkt; Lc = WoS: 28, Google Scholar: 38

3. Krol, E.*, Wandzik, I., Krejmer-Rabalska, M., Szewczyk, B. (2017). Biological
evaluation of uridine derivatives of 2-deoxy sugars as potential antiviral compounds
against influenza A virus. International Journal of Molecular Sciences, 18, 1700.

IF = 3,687; IFs.etni = 3,878; MNiISW = 30 pkt; Lc = WoS: 2, Google Scholar: 4

4. Krol, E.*, Wandzik, 1., Pastuch-Gawolek, G., Szewczyk, B. (2018). Anti-hepatitis C
virus activity of uridine derivatives of 2-deoxy sugars. Molecules, 23(7). pii: E1547
IF = 3,098; IFs.etni = 3,268; MNiISW = 30 pkt; Lc = Wo0S:0, Google Scholar: 1

5. Krol, E.*, Wandzik, I., Brzuska, G., Eyer, L., Ruzek, D., Szewczyk, B. (2019). Antiviral
activity of uridine derivatives of 2-deoxy sugars against tick-borne encephalitis virus.
Molecules, 24(6). pii: E1129
IF =3,098; IFs.etmi = 3,268; MNISW = 30 pkt; Lc = WoS: 0, Google Scholar: 0

6. Pastuch-Gawolek, G., Chaubey, B., Szewczyk, B., Krol, E*. (2017). Novel thioglycosyl
analogs of glycosyltransferase substrates as antiviral compounds against classical swine
fever virus and hepatitis C virus. European Journal of Medicinal Chemistry, 137, 247-
262. IF = 4,816; IFs.etni = 4,527; MNISW = 40 pkt; Lc = WoS: 6, Google Scholar: 6
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7. Krol, E.*, Pastuch-Gawolek, G., Chaubey, B., Brzuska, G., Erfurt, K., Szewczyk, B.
(2018). Novel uridine glycoconjugates, derivatives of 4-aminophenyl 1-thioglycosides,
as potential antiviral compounds. Molecules, 23(6). pii: E1435.

IF = 3,098; IFs.etni = 3,268; MNiISW = 30 pkt; Lc = WoS: 0, Google Scholar: 0

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w sklad cyklu = 22,384
Sumaryczny IFs.emni publikacji wchodzacych w sklad cyklu = 23,935
Sumaryczna iles¢ punktow MNiSW publikacji wchodzacych w sktad cyklu = 210

W pracach zawarto wyniki uzyskane podczas realizacji 4 projektow badawczych, w ktérych
petnitam role kierownika projektu:

1. Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego — luventus Plus nr 1P2010 020870,
,Inhibitory glikozylacji jako nowe potencjalne leki antywirusowe przeciwko réznym
szczepom wirusa grypy typu A”.

2. Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego — luventus Plus IP2011 027271, ,,Analogi
1 mimetyki tunikamycyny jako nowe potencjalne leki przeciwko roznym szczepom wirusa
grypy typu A”.

3. Narodowe Centrum Nauki — Preludium UMO-2011/03/N/NZ6/00059, ,,Wplyw
analogow 1 mimetykéw tunikamycyny na namnazanie wirusa zapalenia watroby typu C
(HCV)”.

4. Narodowe Centrum Nauki — Sonata UMO-2015/19/D/NZ6/01717, ,,Wirus kleszczowego
zapalenia mozgu - poznanie mechanizméw uzytecznych w leczeniu i profilaktyce".

C) Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wstep:

Epidemie i pandemie chorob zakaznych maja od wiekow istotny wplyw na rozwoj
ludzkosci. Na przetomie ostatnich lat, niemal co roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO)
wydaje o$wiadczenia o patogenach wirusowych stanowigcych zagrozenie dla zdrowia
publicznego. Pojawiajace si¢ epidemie sprawiaja, ze konieczne jest opracowanie efektywnych
metod zwalczania i zapobiegania infekcjom wirusowym. Jednym z najwazniejszych elementow
zwalczania chorob zakaznych jest immunoprofilaktyka swoista przy uzyciu szczepien. Istniejg
jednak wirusy, dla ktorych wcigz nie ma na rynku skutecznych szczepionek. Wowczas
stosowanie lekéw antywirusowych jest jedyng mozliwg droga zwalczania infekcji oraz
przeciwdziataniu epidemii. Zaistniala sytuacja wymusza powstawanie kierunkow badan
skupiajacych si¢ wokot poszukiwania nowych metod leczenia infekcji wirusowych.

Wiele wirusoOw zawiera ostonke lipidowa, w ktorej zakotwiczone sg biatka wirusowe.
Glikoproteiny wirusowe jako najbardziej eksponowane elementy strukturalne wirionow,
odgrywaja kluczowg rolg¢ w cyklu zyciowym wiruséw. Uczestniczg w procesie rozpoznawania
i infekowania komorek poprzez wigzanie do specyficznych receptorow obecnych na
powierzchni komoérek docelowych i indukowanie fuzji pomiedzy ostonka wirusowg a blong
komorkowsa. Ze wzgledu na istotng rolg w cyklu zyciowym wirusow glikoproteiny stanowig
atrakcyjny cel terapii antywirusowych. Powierzchniowe biatka wirusowe sg silnie
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modyfikowane przez dotgczanie tancuchéw cukrowych. Za biosynteze glikoprotein i innych
glikokoniugatow w komorkach eukariotycznych odpowiada cala gama enzyméw z grypy
glikozylotransferaz (GTs)(Breton et al., 2012). GTs sa enzymami katalizujgcymi przeniesienie
reszt cukrowych z aktywowanych donoréw reszt cukrowych (najczesciej nukleotydow) na
akceptor, ktorym moze by¢ np. cukier, lipid lub biatko i obecne sg zard6wno w retikulum
endoplazmatycznym jak i aparacie Golgiego. Wiele danych literaturowych pokazuje kluczowa
role N-glikozylacji w procesie dojrzewania ostonkowych glikoprotein wirusowych. Zaburzenia
w prawidlowym przebiegu glikozylacji biatlek wirusowych istotnie wptywaja na ich
faldowanie, aktywng konformacje czy oddziatywanie z komoérka gospodarza (von Messling and
Cattaneo, 2003; Shi and Elliott, 2004). Z danych literaturowych wynika, ze zastosowanie
inhibitorow  glikozylacji bardzo czesto prowadzi do agregacji nieprawidtowo
zmodyfikowanych form biatek wirusowych i ich akumulacji w retikulum endoplazmatycznym,
ktore nastepnie skierowane sg na tzw. droge degradacji ERAD (ang. , ER-associated
degradation”) (Brodsky and McCracken, 1999; Parodi, 2000; Trombetta and Parodi, 2003). W
konsekwencji zahamowanie procesu glikozylacji znaczaco wptywa na sktadanie i sekrecje
czasteczek wirusowych z zakazonych komoérek. Zaobserwowano rowniez znaczacy spadek
infekcyjnosci  potomnych czasteczek wirusowych spowodowany wbudowywaniem do
wirionow niekompletnie glikozylowanych glikoprotein.

Z uwagi na fakt, iz GTs uczestniczg w procesie glikozylacji biatek, modulacja ich
aktywnos$ci moze by¢ wykorzystana podczas projektowania nowych lekow antywirusowych.
W ostatnich latach przeprowadzono liczne badania majace na celu uzyskanie skutecznych i
selektywnych inhibitorow GTs, ktore imitujg naturalne substraty GTs (Gloster, 2012; Kajimoto
and Node, 2009; Wang et al., 2003). Prace nad identyfikacja potencjalnych inhibitorow
glikozylotransferaz jako nowych lekow rozpoczety si¢ bardzo intensywnie po tym, jak
okreslono strukturg 3D wielu enzymdw nalezacych do tej grupy (Breton et al., 2006; Kikuchi
and Narimatsu, 2006; Unligil and Rini, 2000). Zaprojektowane inhibitory mozemy podzieli¢
na analogi donorow (zrodto przenoszonej reszty cukrowej), akceptora (miejsce docelowe
przenoszonej reszty cukrowej) lub kompleksu posredniego enzym-substrat (Compain and
Martin, 2001; Zou, 2005). Chociaz wiele zwigzkow zostato zaprojektowanych i
zsyntetyzowanych, zaledwie kilka z nich wykazywalo znaczaca aktywnos¢ hamujacag w
stosunku do GTs.

Jednym z najbardziej znanych, naturalnych inhibitoréw glikozylotransferaz jest
tunikamycyna produkowana przez bakterie Streptomyces lysosuperficus (Duksin and Mahoney,
1982; Elbein, 1987; Lehle and Tanner, 1976). Zwiazek ten nalezy do grupy analogéw donora,
a biorgc pod uwage budowe chemiczng mozna go zaklasyfikowac jako antybiotyk bedacy
analogiem nukleozydéw. Dziatanie antywirusowe tunikamycyny zostato potwierdzone wobec
wielu wiruséw ostonkowych (Nakamura and Compans, 1978; Pizer et al., 1980; Saito and
Yamaguchi, 2000; Schwarz et al., 1976). Pomimo szerokiego spektrum dziatania, zastosowanie
terapeutyczne tunikamycyny jest jednak bardzo ograniczone z powodu wysokiej toksycznosci
in vivo (Bourke and Carrigan, 1993; Kohsaka et al., 1985).

Dzieki nawigzaniu wspolpracy naukowej z Politechnika Slaska w Gliwicach oraz
Instytutem  Farmaceutycznym w  Warszawie uzyskalam panel kilkudziesigciu
zsyntetyzowanych zwigzkow projektowanych jako potencjalne inhibitory enzymoéw z grupy
GTs. Zaprojektowane zwiazki nalezaly do analogéw donora, ktorym jest UDP-cukier.
Wspolnym motywem strukturalnym wszystkich zwigzkéw byl fragment urydynowy, ktory
odpowiada za wigzanie w miejscu aktywnym enzymu. Najwazniejszym odkryciem
wynikajagcym z badan przeprowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej bylo wykazanie,
ze urydynowe pochodne 2-deoksy cukrow (seria IW), posiadajg znaczacg aktywno$é
antywirusowg wobec wirusa klasycznego pomoru §win (CSFV, ang. classical swine fever
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virus”), ktory jest patogenem wywolujacym grozng i wazng ekonomicznie chorobe §win i
dzikow (Krol et al., 2010). Zwiazki te mozna traktowaé jako analogi tunikamycyny, gdyz
podobnie jak ona zawieraja jednostki glikozylowe jako substytut grupy difosforanowe;j.
Wstepne badania potwierdzily rowniez skutecznos$¢ tych zwigzkow wobec wirusa zapalenia
watroby typu C (HCV, ang. hepatitis C virus). Wykazano, ze dziatanie antywirusowe dwoch
najbardziej aktywnych zwiazkéw (IW3 i IW7) opiera si¢ na hamowaniu po6znych etapow
procesu glikozylacji biatek strukturalnych patogenu. Z wynikow badan przeprowadzonych w
trakcie pracy doktorskiej wynikato, ze hamowanie procesu glikozylacji bialek
powierzchniowych mogloby by¢ podstawg innowacyjnych opcji terapeutycznych w leczeniu
zakazen wirusowych. Wigkszos¢ testowanych obecnie substancji antywirusowych to inhibitory
specyficznych enzymow bioracych udzial w réznych etapach cyklu zyciowego wirusa, CO
prowadzi do powstawania szczepéw lekoopornych w dos$¢ krotkim czasie. Stosowanie
inhibitorow glikozylacji, ktore wplywaja na procesy komoérkowe powinno w duzej mierze
eliminowac problem lekoopornosci.

Ze wzgledu na bardzo obiecujgce wyniki wstepne, W pracach przedstawionych jako
osiggniecie naukowe, pragnetam kontynuowaé¢ badania nad hamowaniem procesu
glikozylacji bialek jako nowej opcji terapeutycznej w leczeniu zakazen wirusowych. Jako
modele do badan zastosowatam ludzkie wirusy ostonkowe, zawierajace glikozylowane biatka
powierzchniowe, dla ktorych brak jest terapii antywirusowych, albo konieczne jest
poszukiwanie nowych lekow antywirusowych ze wzgledu na znaczacy problem lekoopornosci.
Modelami byty: wirus grypy, wirus zapalenia watroby typu C oraz wirus kleszczowego
zapalenia mozgu.

Wirus grypy, nalezacy do rodziny Orthomyxoviridae, powoduje ostra, zakazng chorobe
gornych drog oddechowych. Szacuje sie, ze na cigzka posta¢ grypy rokrocznie na §wiecie
choruje od 3 do 5 milionéw ludzi, z czego 10% konczy si¢ $miercig (Fiore et al., 2008; Russell
et al., 2008). Obok grypy ludzkiej nalezy pamigtac takze o grypie ptasiej, ktora w przypadku
wybuchu epidemii wywotuje ogromne straty ekonomiczne, gdyz w przeciagu 72 h $miertelnos¢
w stadzie wynosi 100%. Obecnie istnieja dwie metody leczenia i zapobiegania infekcjom
wywotanym przez wirusa grypy: profilaktyczne szczepienia ochronne oraz leki antywirusowe.
Chociaz jest oczywiste, ze szczepienia ochronne sg najlepsza metoda zapobiegania infekcji, to
w przypadku wirusa grypy nie zawsze mamy do czynienia ze 100% skuteczng szczepionka
sezonowq. Jest to zwigzane z niezwykla zmienno$cig genetyczng wirusa grypy, ktora
spowodowana jest miedzy innymi nagromadzeniem si¢ mutacji punktowych w RNA (tzw.
»Zmienno$¢ antygenowa”), a takze zjawiskiem reasortacji (tzw. ,,skok antygenowy”), ktorego
konsekwencja jest powstawanie nowego podtypu wirusa (Nichol and Treanor, 2006).

Na rynku dostepne sg dwa rodzaje lekow przeciwwirusowych stosowane w terapii
infekcji wirusem grypy: inhibitory biatka M2 (amantadyna i rymantadyna) (Hayden, 1997) oraz
nowsza generacja inhibitor6w neuraminidazy (oseltamiwir i zanamiwir)(Monto et al., 1999;
Nicholson et al., 2000). Wykazano jednak, ze niektore dostepne leki antywirusowe sg
nieskuteczne wobec okreslonych szczepdw wirusowych, jak na przyktad inhibitory biatka M2
nie hamujg namnazania szczepu HSN1 (Li et al., 2004). Co wigcej, powszechne stosowanie
lekéw przeciwwirusowych zwigzane jest z pojawianiem si¢ w dos¢ krotkim czasie wiruséw
lekoopornych. Jednym z przyktadow jest podtyp HINI1, ktéry w minionych latach stat si¢
calkowicie oporny na oseltamiwir (z 0,5% w 2006-2007, 13% w 2007-2008, do 99% w 2008-
2009) (Hurt et al., 2011). Dodatkowo udowodniono wystepowanie szczepoOw wirusa grypy
calkowicie opornych na wszystkie dostepne leki antywirusowe (Gubareva, 2004). Powyzsze
fakty sktaniajg do poszukiwania nowych terapeutykow, ktore moglyby dziata¢ na innych
etapach cyklu zyciowego wirusa, co zwigkszatoby ich skuteczno$¢ wobec szczepow opornych.



Dr Ewelina Krol Zatgcznik nr 2: Autoreferat w jezyku polskim

Glikoproteiny hemaglutynina (HA) i neuraminidaza (NA), ktore stanowig glowny
sktadnik czastek wirusa grypy sa biatkami silnie glikozylowanymi. Glikoproteina NA w rejonie
glowki posiada 4 miejsca N-glikozylacji, natomiast glikoproteina HA zawiera od 3 do 9
potencjalnych miejsc N-glikozylacji (Schulze, 1997; Ward et al., 1983). Ilos¢ i rodzaj
przytaczonych N-glikanow w duzej mierze zalezy od szczepu i podtypu wirusa grypy (Inkster
et al., 1993). Wiadomo, ze oligosacharydy dotaczone do gtowki HA cechuja si¢ znaczng
roznorodnos$cig, natomiast te dotgczone do trzonu biatka sg silnie konserwowane, co sugeruje,
ze odgrywaja istotng role w procesie faldowania oraz stabilizowania struktury
homotrimerycznej glikoproteiny (Wagner et al., 2000). Co wiecej, badania wykazaty, ze brak
N-glikanow dotaczonych do HA hamuje replikacje wirusa w hodowli komoérkowej in vitro
(Wagner et al., 2002).

Wirus zapalenia watroby typu C zostal zidentyfikowany w 1989 r. jako czynnik
etiologiczny wywotujacy wirusowe zapalenie watroby typu C. Wedlug szacunkéw WHO z
2016 r. liczba osob zakazonych na $§wiecie wynosi okoto 180 mlIn, co stanowi prawie 2%
populacji. HCV powoduje czesto przewlekls infekcje, ktora w 20-30% zainfekowanych osob
prowadzi do marskosci oraz nowotworu watroby; w wielu przypadkach jedyna efektywna
kuracja jest przeszczep (Lavanchy, 2011).

Z uwagi na brak szczepionki, do 2011 roku jedyna mozliwa terapia antywirusowa
opierata si¢ na podawaniu pegylowanego interferonu alfa i rybawiryny (Fried et al., 2002).
Skuteczno$¢ tej terapii byta jednakze stosunkowo niska. W zalezno$ci od genotypu wirusa 40-
80% pacjentow wykazywala trwatg odpowiedZz na leczenie antywirusowe (SVR, ang.
»sustained virological response”). W kolejnych latach pojawiaty si¢ na rynku leki
przeciwwirusowe nalezace do tzw. ,,direct-acting antivirals (DAAs)”, ktore hamujg aktywnos¢
biatek wirusowych (proteazy NS3/4A, polimerazy NS5A czy NS5B). Byty to m.in. telaprewir,
boceprewir, deklataswir, simeprewir, ledipaswir czy sofosbuwir. Stosowanie tych lekow w
monoterapii wigzato si¢ jednak z rozwojem szczepdéw lekoopornych (Barth, 2015; Pawlotsky,
2013). Obecnie stosowane terapie oparte sg na kombinacji réznych lekow nalezacych do DA As.
Terapia skojarzona ma, w poréwnaniu z monoterapig, wyzszg skutecznosc¢, ale wiaze si¢ z
dodatkowymi dziataniami niepozgdanymi, mozliwymi interakcjami migdzy lekami oraz duzo
wyzszymi Kosztami. Oczywiste jest, ze nalezy poszukiwa¢ nowych terapeutykow, ktore
dziatajag w odmienny sposob od obecnie stosowanych.

Wirus HCV zawiera na swojej powierzchni dwie silnie glikozylowane glikoproteiny
ostonkowe (E1 1 E2) tworzace heterodimer odgrywajacy istotng role w pierwszych etapach
cyklu zyciowego wirusa (Lindenbach and Rice, 2013). Biatko E1 posiada 5-6, a biatko E2 9-
11 miejsc N-glikozylacji zaleznie od szczepu. Tak jak w przypadku wirusa grypy, w wielu
przeprowadzonych badaniach pokazano istotng rolg N-glikanow w dojrzewaniu biatek wirusa
HCYV oraz ich wptyw na pelnione funkcje w cyklu zyciowym (Helle et al., 2010; Lavie et al.,
2006; Meunier et al., 1999).

Wirus kleszczowego zapalenia mézgu (TBEV, z ang ,.tick-borne encephalitis virus”),
nalezacy do rodziny Flaviviridae, jest czynnikiem etiologicznym groznego schorzenia
osrodkowego ukladu nerwowego przenoszonego przez kleszcze, zwanego kleszczowym
zapaleniem moézgu (KZM). Infekcja TBEV moze prowadzi¢ u ludzi do zapalenia opon
mozgowych, zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych, a nawet do smierci (Dumpis et al., 1999).
Kleszczowe zapalenie mdzgu rozpoznano po raz pierwszy w 1937 roku w Rosji (Silber and
Soloviev, 1946). Obecnie TBEV wystepuje w 28 krajach Europy Srodkowej i Wschodniej,
Skandynawii oraz w wielu rejonach Azji (Donoso Mantke et al., 2011).

Na przetomie ostatnich 20 lat obserwuje si¢ znaczacy wzrost (okoto 400%) przypadkoéw
kleszczowego zapalenia mézgu (Donoso Mantke et al., 2011). Czgstos¢ wystepowania KZM
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wzrasta nie tylko w krajach, w ktorych TBEV wystepuje powszechnie, ale wirus
rozprzestrzenia si¢ na nowe obszary, gdzie nie byl wczesniej rejestrowany, prawdopodobnie z
powodu zmian klimatycznych (Steffen, 2016). Pomimo tego, ze na rynku dost¢pne sg
szczepionki oparte na inaktywowanym wirusie TBEV, szczepienia nie sa obowigzkowe, a
jedynie rekomendowane dla 0s6b z grup wysokiego ryzyka (leSnicy) oraz podrézujacych w
rejony endemiczne. Z tego powodu, co roku rejestrowanych jest ponad 12 000 przypadkow
infekcji wywotanych przez TBEV na $wiecie (Ruzek et al., 2019). Podane dane sg szacunkowe
1 moga stanowi¢ jedynie 30% wszystkich zakazen TBEV, gdyz dotycza tylko rejestrowanych
= hospitalizowanych przypadkéw. Do tej pory nie ma na rynku leku, ktory wykazywaltby
skuteczno$¢ przeciwko KZM. Stosuje si¢ wspomagajace leczenie objawowe, np. podaje si¢ leki
przeciwzapalne oraz leki zmniejszajace cisnienie $rodczaszkowe. W obliczu przedstawionych
danych wydaje si¢ calkowicie uzasadnione, iz badania naukowe majace na celu poszukiwanie
nowych zwigzkoéw anty-TBEV sa traktowane priorytetowo zarowno w Europie jak i na §wiecie.

TBEV zawiera dwa biatka powierzchniowe, ktore odgrywaja istotng role w wejsciu
wirusa do komoérek gospodarza: glikoproteina E oraz biatko prM/M. Oba biatka posiadaja
przynajmniej jedno silnie konserwowane miejsce N-glikozylacji (Rey et al., 1995). Ostatnie
badania wskazuja, ze brak N-glikanow przytaczonych do glikoproteiny E wplywaja na zmiane
konformacji biatka tym samym obnizajgc infekcyjnosé wirionow (Yoshii et al., 2013). W
badaniach in vivo udowodniono, ze mutanty wirusowe zbudowane z nieglikozylowanego biatka
E nie byly infekcyjne w modelu mysim, potwierdzajac, ze hamowanie glikozylacji moze by¢
nowym celem dla zwigzkow anty-TBEV.

Gléwnym celem prac przedstawionych jako osiagniecie naukowe bylo wykazanie, ze
hamowanie procesu glikozylacji bialek przy uzyciu zaprojektowanych potencjalnych
inhibitorow GTs moze stanowi¢ nowatorskie podejscie pozwalajace na skuteczne
zwalczanie infekcji wirusowych. W momencie rozpocze¢cia badan niewiele byto doniesien
literaturowych opisujacych synteze 1 aktywnos¢ zwigzkow nalezacych do inhibitorow
glikozylacji. Wigkszo$¢ publikowanych prac dotyczyta aktywnosci inhibitoréw hamujacych
funkcje bialek wirusowych m.in. proteazy czy polimerazy jako potencjalnych lekow
antywirusowych. Na poczatku do badan wykorzystatam zwigzki IW3 i IW7, nalezace do
inhibitorow pdznych etapow procesu glikozylacji biatlek. Modelem do badan byt wirus grypy,
dla ktérego wcigz poszukuje si¢ nowych lekow, ktore moglyby stanowi¢ alternatywng metode
leczenia infekcji [Publikacja 1]. Informacje na temat wszystkich dostepnych na rynku lekoéw
antywirusowych wobec wirusa grypy jak i przeglad wszystkich zwiagzkéw znajdujacych si¢ w
roznych fazach badan (od przedklinicznych do zaawansowanych badan klinicznych) zawartam
w pracy przegladowej [Publikacja 2]. W kolejnej czesSci osiagniecia naukowego
przeprowadzitam  szeroko pojeta analize aktywnos$ci  antywirusowej  nowych,
zsyntetyzowanych pochodnych zwigzkow IW3 1 IW7. Przeprowadzone badania
ukierunkowane byty na wyselekcjonowanie zwigzkéw o znaczgcej aktywnosSci antywirusowej
wobec wirusa grypy, wirusa zapalenia watroby typu C jak i wirusa kleszczowego zapalenia
mozgu. Ta czes¢ mojego osiggniecia opisana jest w Publikacjach 3, 41 5.

Rownolegle podjelam probe identyfikacji nowych zwiazkow antywirusowych
nalezagcych do glikokoniugatow urydynowych oraz wykazania ich aktywnosci
przeciwwirusowej w stosunku do wiruséw z rodziny Flaviviridae [Publikacje 6 i 7].
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Omowienie szczegotowe prac wehodzacych w sklad osiggniecia naukowego:

P.1. Krol, E.*, Wandzik, I., Gromadzka, B., Nidzworski, D., Rychlowska, M., Matlacz, M.,
Tyborowska, J., Szewczyk, B. (2013). Anti-influenza A virus activity of uridine derivatives of
2-deoxy sugars. Antiviral Research, 100, 90-97.

Cel naukowy pracy:

Glownym celem pracy byto zbadanie aktywnosci antywirusowej wyselekcjonowanych
w poprzednich badaniach zwigzkow IW3 1 IW7 nalezacych do urydynowych pochodnych 2-
deoksy cukrow wobec wirusa grypy. Zwiazki te posiadajg urydyne i jednostke 2-deoksy-O-
glikozydows (Schemat 1). Nasladuja one fragment urydynodifosforanu, ktory jest czesciag
naturalnych substratow GTs typu donora. Ich mechanizm antywirusowy wobec wirusa
klasycznego pomoru $win polegat na hamowaniu pdznych etapéw procesu glikozylacji biatek.
Przeprowadzone badania miaty na celu sprawdzenie czy dziatanie antywirusowe zwigzkow
IW3 i IW7 polegajace na inhibicji procesu glikozylacji biatek jest uniwersalne. W ramach tej
pracy chciatam roéwniez sprawdzi¢ konsekwencje zahamowania procesu glikozylacji na
namnazanie wirusa grypy w hodowli komérkowej in vitro.

tunikamina urydyna
[ | — TBDMSO 0 HO o
O._R 0] (0] o)
Y OH OBn fj\NBZ OBn fj\ NBz
HO HN, OH | NH BnO 0 A BnO 0 A
OH N™ "0 N~ 0
(0] 0 0
OH N o
Bn - benzyl, Bz - benzoil
HO 0 ; "
NHAC o) o) TBDMS - t-butyldimetylosilil 1) o)
R-reszta kwasu tluszczowego OH OH H3C™ "CHj H3;C" CHj
Tunikamycyna W3 w7

Schemat 1. Wzory chemiczne tunikamycyny oraz jej analogéw z grupy urydynowych
pochodnych 2-deoksy cukrow (IW3 i IW?7).

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

W celu badania aktywno$ci zwigzkéw wprowadzitam do laboratorium metode
namnazania Wirusa grypy z uzyciem linii komoérek nerki psa (MDCK, ang. ,,Madin Darby
canine kidney cells”) (Tree et al., 2001). Klasyczng metodg namnazania wirusa grypy jest
hodowla wirusa w wolnych od patogendw zarodkach kurzych. Technika ta ma jednak powazne
wady. Jedng z nich jest niska wydajno$¢ namnazania ludzkich szczepéw wirusa grypy oraz co
bardziej istotne, wirusy uzyskane w zaptodnionych jajach kurzych réznig si¢ od oryginalnych
izolatow klinicznych profilem glikozylacji bialek, co powoduje, ze nie sa odpowiednim
modelem do badania inhibitorow glikozylacji (Meyer et al., 1993).

Wykorzystujac dwa szczepy wirusa grypy: ludzki pandemiczny szczep A/HIN1 oraz
ptasi szczep H5N2 (A/ostrich/Denmark/725/96) przebadatam aktywnos¢ zwigzkow IW3 1 IW7
w hodowli komodrkowej in vitro. Takie podejscie eksperymentalne zastosowano ze wzglgdu na
to, ze wirus grypy cechuje si¢ ogromng zmienno$cia genetyczna, a ilos¢ i rodzaj przytaczonych
N-glikanow do bialek ostonkowych HA i NA jest r6zna dla roznych szczepow 1 podtypow
wirusa. Wirus grypy jest wirusem cytopatycznym, ktory powoduje zmiany morfologiczne i
degeneracyjne w komorkach, w ktoérych sie replikuje, w zwigzku z tym do badan aktywnosci
zwigzkow wykorzystano test redukcji tysinek wirusowych oraz test zahamowania efektu
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cytopatycznego. Uzyskane wyniki wykazaty, ze zwigzki IW3 1 IW7 posiadaja aktywnos¢
przeciwwirusowg wobec wirusa grypy, gdyz znaczaco hamowaty efekt cytopatyczny oraz
powodowaty dawko-zalezng redukcje¢ ilosci i wielkosci tysinek wirusowych w hodowli
komorkowej. Poniewaz hamowanie procesu glikozylacji ma bezposredni wpltyw na
dojrzewanie biatek wirusowych, w kolejnym etapie prezentowanej pracy sprawdzitam wptyw
inhibitorow IW3 i IW7 na poziom syntezy bialek wirusa grypy. Przeprowadzona analiza
wykazata, ze zwiazki nalezace te redukuja w sposob dawko-zalezny poziom syntezy biatek
strukturalnych wirusa. Ciekawa okazata si¢ obserwacja, ze przy zastosowaniu najwyzszych
dawek badanych zwigzkéw poziom syntezy zmienionych form glikoprotein byl ponizej
poziomu wykrywalnosci. Nie obserwowano powstawania form nieglikozylowanych lub nie w
pelni glikozylowanych glikoprotein. Dane literaturowe wskazuja, iz tunikamycyna jest
aktywatorem stresu wystepujacego w ER, ktory spowodowany jest nagromadzeniem zle
sfatdowanych biatek (Schroder, 2008). Testowane inhibitory, ktore sa strukturalnie bardzo
zblizone do tunikamycyny posiadaja podobny mechanizm dziatania, co powoduje, ze
prawdopodobnie hamujac proces glikozylacji powoduja powstawanie zmienionych form
glikoprotein, ktore ulegaja natychmiastowej degradacji.

W celu potwierdzenia mechanizmu dziatania zwigzkéw w stosunku do wirusa grypy
ocenitam wplyw zwiazkow IW3 i IW7 na poziom syntezy wirusowego RNA 8, 24 i 48 h po
infekcji. W badaniach wykorzystano dwuetapowa metodg ,,real-time PCR” z wykorzystaniem
fluorescencyjnego barwnika interkalujacego SYBR Green 1. Zastosowanie opisanego wyzej
podejscia umozliwilo wykazanie, ze poziom syntezy wirusowego RNA po 1 cyklu zyciowym
wirusa grypy (8 h) nie ulega zmianie w zainfekowanych komorkach, co potwierdzito, ze
aktywno$¢ antywirusowa zwigzkow nie jest zwigzana z hamowaniem procesu replikacji.
Ponadto, analiza poziomu RNA z pozywki znad infekowanych komorek 8 h po infekcji
wykazata istotny wptyw zwigzkow na sekrecje czastek wirusowych do pozywki. Wyniki tego
do$wiadczenia zostaty rowniez potwierdzone przy zastosowaniu miareczkowania lizatow
wirusowych produkowanych pod wplywem badanych inhibitoréw, gdzie obserwowano
znaczaca redukcje ich miana. Wyniki analizy ,,real-time PCR” przeprowadzonej 24 i 48 h po
infekcji potwierdzity hipotez¢ badawcza, iz badane inhibitory hamujac proces glikozylacji
bialek powierzchniowych zaburzaja skladanie czasteczek wirusowych lub powoduja
powstawanie czasteczek wirusowych o znacznie obnizonej infekcyjnosci, jak zostato to
pokazane dla tunikamycyny (Nakamura and Compans, 1978; Schwarz et al., 1976).

Znaczenie uzyskanych wynikow:

Powyzsza publikacja jest pierwsza pracg opisujacg aktywno$¢ antywirusowa zwigzkow
IW3 i IW7 nalezacych do urydynowych pochodnych 2-deoksy cukrow (analogoéw
tunikamycyny), ktore hamujg proces glikozylacji biatek w stosunku do wirusa grypy. Zaledwie
kilka publikacji dostgpnych w migdzynarodowych bazach danych opisywato wplyw
tunikamycyny oraz castanosperiminy na powstawanie biatek tego wirusa (Elbein et al., 1984;
Pan etal., 1987; Saito and Yamaguchi, 2000). W ramach przeprowadzonych badan wykazatam,
ze zwigzki IW3 i IW7 hamujac proces glikozylacji bialek zaktocaja sktadanie i/lub sekrecje
wirusoOw potomnych po pierwszym cyklu zyciowym wirusa, co bezposrednio wplywa na
obnizenie miana wirusa produkowanego w kolejnych cyklach zyciowych. Wyniki badan
zawartych w pracy potwierdzily nasza koncepcj¢, ze hamowanie procesu glikozylacji
wirusowych biatek powierzchniowych moze stanowi¢ obiecujacg opcCje terapeutyczng W
leczeniu zakazen wirusowych. Z przeprowadzonych badan istotny byt jednak fakt, iz zwiazki
pomimo swojej aktywnos$ci antywirusowej 1 duzo mniejszej toksycznosci niz tunikamycyna,
nie charakteryzowaty si¢ wysokimi indeksami selektywnosci. Indeks selektywnosci (S.1., ang.
,»Selectivity index”) informuje o skutecznosci potencjalnego leku i jest stosunkiem dawki
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zwigzku wywotujacej objawy cytotoksyczne do dawki zwigzku potrzebnej do wywotania
efektu przeciwwirusowego (CCso/ICso). S.1. dla zwigzku IW3 wynosit 8,83, a dla IW7 zaledwie
1,96. Niemniej jednak wiedza uzyskana w trakcie realizacji powyzszych do$wiadczen
postuzyta do syntezy kolejnych zwigzkdéw, ktorych aktywnos$é antywirusowa opisana jest w
kolejnych pracach [Publikacja 3, 4 i 5].

P. 2. Krol, E.*, Rychlowska, M., Szewczyk, B. (2014). Antivirals - current trends in
fighting influenza. Acta Biochimica Polonica 61, 495-504.

Cel naukowy pracy:

Celem pracy bylo zebranie i omowienie aktualnego stanu wiedzy na temat dostepnych
na rynku terapii przeciwko wirusowi grypy jak i przeglad literatury dotyczacej aktywnos$ci
zwigzkow antywirusowych posiadajacych rézne mechanizmy dziatania w stosunku do tego
patogenu bedacych w réznych fazach badan (od przedklinicznych do zaawansowanych badan
klinicznych).

Syntetyczny opis pracy:

Praca przegladowa, ktora powstata na specjalne zaproszenie Edytora Acta Biochimica
Polonica, obejmowata zagadnienia dotyczace dostepnych jak i mozliwych terapii
antywirusowych wobec wirusa grypy. W pracy przedstawitam strategie antywirusowe oparte
na dwoch rodzajach lekéw antywirusowych: inhibitorach biatka M2 (amantadyna
(Symmetrel®) i rymantadyna (Flumadine®) oraz inhibitorach neuraminidazy (NA)
(oseltamiwir (Tamiflu®) 1 zanamiwir (Relenza®). Omowitam dokladny mechanizm dziatania
zwigzkow, ich brak aktywnos$ci wobec niektorych szczepéw wirusa grypy oraz wpltyw tych
lekéw na powstawanie szczepdw lekoopornych, co spowodowane jest mutacjami w obrebie
genow biatek M2 i NA wirusa grypy. W dalszej czeSci pracy przedstawitam alternatywne
metody leczenia wirusa grypy. Zebratam oraz usystematyzowatam wiedz¢ na temat zwigzkow
bedacych w roznych fazach badan. Szczegdtowo omowitam zwigzki ze wzgledu na ich
mechanizm dzialania, ktéry zwigzany jest z hamowaniem aktywno$ci enzymatycznej biatek
wirusowych lub interakcji wirus/komoérka gospodarza. Przedstawitam wszystkie dostepne
badania naukowe dotyczace inhibitorow bialek wirusowych: biatka powierzchniowego
hemaglutyniny, bialka tworzacego kanat jonowy M2, neuraminidazy oraz nukleoproteiny.
Publikacja przegladowa przedstawia ponadto zebrane przeze mnie oraz usystematyzowane
informacje o mozliwych strategiach antywirusowych opartych na hamowaniu aktywnosci
biatek gospodarza: hamowanie etapu przylaczania wirusa grypy do komorek gospodarza czy
hamowanie endocytozy lub fuzji blon. Co wigcej, zostaty omoéwione badania dotyczace terapii
skojarzonej obejmujacej potaczenie kilku lekow posiadajacych odmienne mechanizmy
dziatania w celu uzyskania skutecznej terapii bez wywotywania lekoopornosci.
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P.3. Krol, E.*, Wandzik, I., Krejmer-Rabalska, M., Szewczyk, B. (2017). Biological
evaluation of uridine derivatives of 2-deoxy sugars as potential antiviral compounds against
influenza A virus. International Journal of Molecular Sciences, 18, 1700.

Cel naukowy pracy:

Dzigki kontynowaniu wspétpracy naukowej z dr hab. Ilona Wandzik, prof. Pol. SI. z
Katedry Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii na Wydziale Chemicznym
Politechniki Slaskiej w Gliwicach w ramach niniejszej pracy kontynuowatam badanie
aktywnos$ci antywirusowej grupy urydynowych pochodnych 2-deoksy cukrow. Opierajac si¢
na pozytywnych wynikach z uzyciem inhibitorow IW3 i IW7 zespot dr. Wandzik zsyntetyzowat
kilka nowych zwigzkow chemicznych, ktore zawieraly r6zne modyfikacje strukturalne albo w
czesci 2-deoksy cukru albo w czesci urydynowej (Schemat 2).
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TBDMS - t-butyldimetylosili 10: Ry= C(CH3),, R, = Bz, Ry = Bn, Ry = TBDMS (IW3)
11: R»]: C(CH3)2, R2 = BZ, R3 = Bn, R4 =H (|W7)

Schemat 2. Schemat przedstawiajacy strukture zsyntetyzowanych zwigzkow.

Celem pracy bylo sprawdzenie aktywnosci antywirusowej zwigzkoOw wobec wirusa
grypy. Przeprowadzitam takze analiz¢ wptywu wprowadzonych modyfikacji na aktywnos¢
przeciwwirusowa zwiazkow. Modyfikacje miaty na celu poprawe indekséw selektywnosci
badanych zwigzkow w stosunku do zwigzkow wyjsciowych IW3 i IW7. Do badan uzyskatam
zwigzki, ktore posiadaty zroznicowane pod wzgledem lipofilowosci zabezpieczenia grup
hydroksylowych obecnych zarowno w czesci 2-deoksy cukru jak i w czesci rybozy. Ponadto,
modyfikacjami objety zostat azot uracylowy (N®). Dla poréwnania uzyskatam takze catkowicie
odbezpieczone pochodne niezawierajace grup ochronnych. Pojecie odbezpieczonych i
zabezpieczonych odnosi si¢ do obecnosci lub braku ochronnych grup funkcyjnych i bedzie
stosowane w dalszej czesci tekstu.
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Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

Majac na uwadze fakt, iz glikoproteiny powierzchniowe réznych szczepow wirusa
grypy réznig si¢ iloscig potencjalnych miejsc N-glikozylacji w badaniach zastosowatam dwa
rozne szczepy wirusa grypy: ludzi szczep pandemiczny HINI1 oraz ptasi szczep HSN2.
Przeprowadzone doswiadczenia z wykorzystaniem testu redukcji tysinek wirusowych oraz
testu zahamowania efektu cytopatycznego wykazaty, ze trzy sposrod testowanych zwigzkow
(2, 31 4) posiadaja znaczaca aktywno$¢ przeciwwirusowg wobec obu testowanych szczepow
wirusa grypy. Zwiazki te w sposob dawko-zalezny hamowaty namnazanie wirusa grypy w
hodowli komorkowej in vitro, co obserwowano jako znaczaca redukcje ilosci i wielkosSci
tysinek wirusowych po traktowaniu badanymi zwigzkami. Wartosci 1Cso (ang. ,,inhibitory
concentration 50% "), wynosity migdzy 82 a 100 uM. Pozostale zwigzki nie wykazaty
znaczacej aktywnos$ci wirusowe;.

Opierajac si¢ na analizie porownawcze] struktury zwigzkéw wykazano, ze obecno$¢
niektorych grup hydrofobowych: grupy benzoilowej, benzylowe;j, tert-butylodimetylosililowej
(TBDMS) 1lub izopropylidenowej jest istotna do zwigkszenia aktywno$ci antywirusowej
zwigzkéw. Mozna przypuszczaé, ze etapem limitujacym aktywnos$¢ jest zdolnos¢ do
przenikania przez btony biologiczne. Stwierdzono, ze zwiazki 2, 3, 4 charakteryzowaty si¢
najwigksza hydrofobowoscia i byty najbardziej aktywne z catej serii (ICso w zakresie 82-100
uM). Zwiazki te posiadaly rozne fragmenty 2-deoksy cukrow, w przypadku zwigzku 2 byta to
2-deoksy-ramnopiranoza, a w pozostatych dwoch 2-deoksy-glukopiranoza. Jednak wszystkie
wspomniane zwigzki posiadaty catkowicie zabezpieczone grupy hydroksylowe w czgdci 2-
deoksy cukru za pomocg réznej kombinacji grup benzylowych, TBDMS lub acetylowych.
Zwiazek 5 charakteryzowat si¢ zdecydowanie wyzszg toksycznos$¢ od pozostatych. Zwigzki 7,
819, ktore zawieraly wolne grupy hydroksylowe w czesci 2-deoksy cukru charakteryzowaty
si¢ zdecydowanie nizszg aktywno$cig (ICso w zakresie 346-721 uM). Podobnie niskg
aktywno$¢ miat zwigzek 6 (ICso 575 uM), ktory zawieratl zabezpieczone grupy hydroksylowe
w czeSci 2-deoksy-glukopiranozy w postaci estrow acetylowych, jednakze hydrofobowos$¢ tego
zwigzku byla zbyt niska 1 prawdopodobnie to wptyneto na stabg aktywnos¢.

W dalszym etapie pracy sprawdzitam wptyw inhibitoréw na etap cyklu zyciowego jak
1 kinetyke wzrostu wirusa grypy zaréwno po jednym jak 1 kilku cyklach replikacyjnych.
Wykazatam, Ze tak jak w przypadku inhibitorow IW3 jak 1 IW7 aktywno$¢ antywirusowa
zwigzkOw jest zwigzana jest z hamowaniem poznych etapéw cyklu zyciowego wirusa.
Przeprowadzona analiza wptywu zsyntetyzowanych zwigzkow na synteze glikoprotein
wirusowych potwierdzita, ze zwiazki w sposob dawko-zalezny redukuja poziom syntezy biatek
strukturalnych wirusa w zainfekowanych komoérkach MDCK przy niezmienionej iloSci
referencyjnych biatek komorkowych. Tak jak w przypadku zwigzkéw wyjsciowych (IW3 i
IW7) nie obserwowano powstawania nieglikozylowanych Iub nie w pelni glikozylowanych
form bialek, co §wiadczyto o szybkiej degradacji nie w petni dojrzatych form biatek wirusa.

Znaczenie uzyskanych wynikow:

Przeprowadzone badania wykazaly, ze trzy nowo zsyntetyzowane zwigzki (2, 3 i 4)
nalezace do urydynowych pochodnych 2-deoksy cukréw (analogi zwiazkéw IW3 i ITW7)
posiadaja aktywno$¢ antywirusowg w stosunku do dwoch szczepow wirusa grypy. W
prezentowanej pracy wykazatam, ze zwigzki te moga stanowi¢ obiecujace podejécie
terapeutyczne w stosunku do wirusa grypy, inne niz stosowane obecnie metody leczenia.
Ponadto, w ramach przeprowadzonych badan udowodnitam, Zze niektore modyfikacje
strukturalne zwigzkOw moga znaczaco poprawi¢ ich aktywnos$¢ przeciwwirusowsg bez
zwigkszania cytotoksycznosci, przyczyniajac si¢ do poprawy indeksu selektywnos$ci. Zwiagzki
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2, 3 i 4 posiadaty wyzszy SI od wyjSciowego IW7. Potwierdzenie aktywnosci urydynowych
pochodnych 2-deoksy cukréw pozwala na rozpoczecie prac nad projektowaniem kolejnych
zwigzkow w oparciu o nowe modyfikacje strukturalne w celu uzyskania jeszcze bardziej
aktywnych inhibitoréw infekcji grypowych.

P.4. Krol, E.*, Wandzik, I., Pastuch-Gawolek, G., Szewczyk, B. (2018). Anti-
hepatitis C virus activity of uridine derivatives of 2-deoxy sugars. Molecules, 23(7). pii:
E1547

Cel naukowy pracy:

Terapia wobec wirusa zapalenia watroby typu C opiera si¢ w gtownej mierze na
stosowaniu leczenia skojarzonego sktadajacego si¢ z polaczenia kilku dostepnych lekow ze
wzgledu na ogromny problem lekoopornosci w przypadku stosowania monoterapii. Chociaz
obecne kombinacje lekow sa dobrze tolerowane, ich stosowanie jest ograniczone przez
niezwykle wysokie koszty ograniczajace dostep do terapii w skali globalnej (Barth, 2015;
Rosenthal and Graham, 2016). W momencie rozpoczgcia badan zaledwie jeden zespot
zajmowal si¢ badaniem aktywnosci pochodnych deoksynojirimycyny (DNJ), ktére naleza do
inhibitoréw a-glukozydaz I i Il obecnych w retikulum endoplazmatycznym jako zwigzkéw o
potencjalnym zastosowaniu wobec wirusa HCV (Chapel et al., 2006, 2007). Jako cel pracy
przyjetam sprawdzenie, czy wyselekcjonowane w poprzedniej pracy zwiazki (2, 3 i 4) nalezace
do urydynowych pochodnych 2-deoksy cukréw cechuja si¢ aktywnoscig antywirusowa rowniez
wobec wirusa zapalenia watroby typu C. Pragnetam okresli¢ doktadny mechanizm dziatania
zwigzkow stosujgc wszystkie dostgpne obecnie systemy eksperymentalne stuzgce do badania
cyklu zyciowego wirusa HCV in vitro (m.in. system bakulowirusowy, replikonowy,
rekombinowanych czasteczek retrowirusowych pseudotypowanych glikoproteinami wirusa
HCV (HCVpp) jak i infekcyjnego wirusa HCV w hodowlach komérkowych (HCVcc)).

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

Badanie wlasciwosci antywirusowych calej serii zwigzkéw nalezacych do
urydynowych pochodnych 2-deoksy cukrow przeprowadzitam z uzyciem infekcyjnego wirusa
HCV in vitro (HCVcc) w zmodyfikowanej linii komoérek hepatoma Huh7.5 (Lindenbach et al.,
2005; Wakita et al., 2005). Ze wzgledu na to, iz wirus HCV nie nalezy do wirusow
cytopatycznych do analizy wykorzystatam test redukcji pseudotysinek wirusowych. Uzyskane
wyniki potwierdzity wczes$niejsze badania wskazujace na aktywnos$¢ antywirusowa zwiazkoéw
2 i 4 (Schemat 3). Zwigzek 3 aktywny w badaniach z uzyciem wirusa grypy, nie wykazat
aktywnosci z uzyciem wirusa HCV. Dzigki wspotpracy z Prof. Arvindem Patel z University of
Glasgow Centre for Virus Research ze Szkocji przeprowadzitam eksperymenty z uzyciem
ludzkiej linii pochodzacej z komorek nowotworowych watroby Huh7-J20, ktéra shuzy do
bezposredniego ilosciowego badania poziomu infekcji wirusa HCV przez pomiar
wydzielniczej fosfatazy alkalicznej (SEAP)(Iro et al., 2009). Do$wiadczenia te pozwolity na
okreslenie doktadnych wartosci ICsp dla badanych zwiazkow, ktore w przypadku najbardziej
aktywnych zwigzkéw 2 i 4 wynosity odpowiednio 8,9 and 2,1 pM. Oba zwiazki cechowaty si¢
dosy¢ niska cytotoksycznoscia, co pozwolito na uzyskanie indeksow selektywnos$ci
odpowiednio 12,7 i 67,6. W badaniach jako kontrole wykorzystano takze Sofosbuvir, ktory jest
zaakceptowanym przez FDA lekiem przeciwwirusowym wobec HCV, bedacym inhibitorem
wirusowej NS5B RNA-zaleznej polimerazy (Lam et al., 2012; Sofia et al., 2010). Warto$¢ SI
dla Sofosbuviru wynosita 120.
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Schemat 3. Wzory chemiczne urydynowych pochodnych 2-deoksy cukrow (2 i 4).

Wykorzystujac uzyskane od Prof. Patel komorki Huh7-J17, ktére zawieraja
monocistronowy replikon wirusa HCV kodujacy biatka niestrukturalne, strukturalne biatko
rdzenia oraz lucyferaze $wietlika, ktore] poziom bezposrednio koreluje z replikacja RNA
wirusa (Angus et al., 2012) udowodnitam, ze badane zwiazki nie maja bezposredniego wptywu
na replikacjc HCV. Wyniki dla inhibitora replikacji Sofosbuviru potwierdzilty natomiast
uzyteczno$¢ zastosowanej linii stabilnej w przeprowadzonych badaniach.

Kolejnym krokiem do potwierdzenia mechanizmu dzialania zwiazkéw 2 i 4 byly
dos$wiadczenia z wykorzystaniem systemu rekombinowanych czgsteczek retrowirusowych
pseudotypowanych glikoproteinami wirusa HCV nazwanych pseudoczasteczkami HCV
(HCVpp) (Bartosch et al., 2003; Hsu et al., 2003). Z przeprowadzonych analiz wynikato, ze
traktowanie komorek produkujacych HCVpp badanymi zwigzkami nie wpltywa na ilo$¢
produkowanych HCVpp, lecz powoduje powstawanie pseudoczgsteczek o znacznie obnizonej
infekcyjnosci. Dosy¢ zaskakujagcym wynikiem bylo udowodnienie, ze badane zwigzki nie
wplywaly bezposrednio na poziom syntetyzowanych biatek powierzchniowych wirusa HCV
produkowanych w tym systemie jak 1 na ilo$¢ biatlek wbudowanych do HCVpp. Obnizenie
infekcyjno$ci zwigzane byto z wbudowywaniem zmienionych form glikoprotein do
pseudoczasteczek. Wyniki te byty spdjne z wynikami uzyskanymi w tym samym systemie zZ
uzyciem inhibitorow glukozydaz obecnych w ER (Chapel et al., 2007). W przeprowadzonych
badaniach jako kontrole zastosowano takze tunuikamycyne. Jednakze w przypadku tego
zwigzku udowodniono, ze mechanizm jego dziatania zwigzany jest z hamowaniem
wbudowywania zmienionych form glikoprotein do HCVpp, co bezposrednio wptywa na
obnizenie ich infekcyjnosci.

Szeroko pojeta analiza aktywnos$ci zwigzkéw pozwolita na dostarczenie niezbitych
dowodow potwierdzajacych brak przydatnosci systemu HCVpp jako modelu do badania
aktywno$ci zwigzkow zaburzajacych dojrzewanie biatek wirusowych. Wczesniejsze
doniesienia pokazywaty roznice w profilu glikozylacji biatek HCV produkowanych w systemie
HCVpp i HCVcc (Vieyres et al., 2010). Moze to by¢ zwigzane z faktem, iz sktadanie czasteczek
infekcyjnych w systemie HCVce wystepuje w ER, natomiast HCVpp w przedziatach post-
Golgi (Gastaminza et al., 2008; Huang et al., 2007; Sandrin et al., 2005). W zwiagzku z tym
glikoproteiny wirusowe produkowane w systemie HCVcc ulegaja innym modyfikacjom post-
translacyjnym niz te w systemie pseudoczasteczek HCVpp.

Znaczenie uzyskanych wynikéw:

Uzyskane wyniki potwierdzily znaczaca aktywno$¢ urydynowych pochodnych 2-
deoksy cukrow (zwigzkéw 2 i 4) wobec wirusa zapalenia watroby typu C. Sl dla najbardziej
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aktywnego zwigzku 4 wynosit 67,6. Sl dla Sofosbuviru wynosit 120. W przeprowadzonych
badaniach wykazatam, ze hamowanie procesu glikozylacji moze stanowi¢ nowe podejscie
antywirusowe, w leczeniu infekcji wywotanych przez tego wirusa. Zwigzki hamujace proces
glikozylacji bialek mogtoby by¢ stosowane w przysziej terapii skojarzonej. Zaprezentowane
wyniki sugerujg potencjalnie szerokie spektrum dziatania zwigzkéw 2 i 4, gdyz wykazaty one
aktywno$¢ przeciwko dwom niespokrewnionym wirusom, HCV i wirusowi grypy. Ponadto,
wykazatam, ze system rekombinowanych czasteczek retrowirusowych pseudotypowanych
glikoproteinami wirusa HCV nazwanych pseudoczasteczkami HCV nie nadaje si¢ do badania
aktywnosci zwigzkéw, ktorych mechanizm dziatania zwigzany jest z dojrzewaniem
powierzchniowych glikoprotein wirusowych.

P.5. Krol, E.*, Wandzik, I., Brzuska, G., Eyer, L., Ruzek, D., Szewczyk, B. (2019).
Antiviral activity of uridine derivatives of 2-deoxy sugars against tick-borne
encephalitis virus. Molecules, 24(6). pii: E1129

Cel naukowy pracy:

Celem pracy byto ostateczne potwierdzenie hipotezy dotyczacej hamowania procesu
glikozylacji biatek przy uzyciu inhibitoréw GTs jako innowacyjnej, potencjalnej metody
terapeutycznej w leczeniu zakazen wirusowych. Do$wiadczenia byly prowadzone z
wykorzystaniem wirusa kleszczowego zapalenia mozgu, dla ktorego do chwili obecnej nie ma
na rynku dostgpnych lekow antywirusowych. Do badan wykorzystalam cata grupe zwiazkow
nalezacych do urydynowych pochodnych 2-deoksy cukrow (zwigzki 1-9 oraz IW3 1 IW7).

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

Na wstepie wprowadzitam do laboratorium metod¢ namnazania wirusa TBEV z
uzyciem komorek nowotworowych ptuc A549. W pracy zastosowatam dwa szczepy wirusa
TBEV; mniej infekcyjny szczep Neudoerfl oraz bardziej infekcyjny szczep Hypr. Wirus TBEV
podobnie jak wirus grypy nalezy do wiruséw cytopatycznych. Przy zastosowaniu testu redukcji
tysinek wirusowych oraz testu zahamowania efektu cytopatycznego wykazatam, ze z posrod
wszystkich testowanych zwigzkow zwiazki 2, 4, IW3 (10) i IW7 (11) posiadaty najwigksza
aktywno$¢, prawie catkowicie hamujgc propagacje wirusa w komorkach. Wszystkie aktywne
zwigzki w znaczacy sposob redukowaty miano dwoch testowanych szczepoéw wirusa TBEV.
Zwigzek 4 podobnie jak w przypadku badan z wykorzystaniem HCV byt najbardziej aktywnym
z badanych inhibitorow, zmniejszajac obecnos¢ wirusa ponizej progu wykrywalnosci. Ponadto,
przeprowadzitam szczegétowa analize wptywu zwigzkéw na miano wiruséw produkowanych
w komorkach traktowanych zwigzkami w szerokim zakresie stezen w réznym czasie po
infekcji. Zaobserwowatam, ze zwiazki 2, 4, IW3 i IW7 istotnie zmniejszaly miana wirusa w
sposob zalezny od dawki, w kazdym z trzech testowanych dni po infekcji, co potwierdzato
stabilno$¢ zwigzkow w hodowli komorkowej. Wyniki potwierdzity najwyzszg aktywnos$¢ w
przypadku zwiazku 4, dla ktérego w trzecim dniu po infekcji przy najwyzszych testowanych
stezeniach miano wirusa zredukowane byto do 0. Warto$¢ 1Csp dla tego zwiazku wynosita 1,4
UM, co pozwalato na uzyskanie bardzo wysokiego indeksu selektywnosci o wartosci 85.
Wartoéci SI dla pozostatych zwigzkoéw 2, IW3 i IW7 wynosity odpowiednio 26,6, 18,6 i 13,8.
Analiza wptywu zwigzkow na produkcje bialek wirusowych wykazala, ze tak jak w przypadku
wczesniej zaprezentowanych prac, obserwowano zalezne od dawki zahamowanie syntezy
biatek wirusowych. Tak jak poprzednio nie obserwowano powstawania nieglikozylowanych

16



Dr Ewelina Krol Zatgcznik nr 2: Autoreferat w jezyku polskim

form biatek TBEV, co potwierdzato tylko przypuszczenie, ze niedojrzale formy biatek sg
bardzo szybko skierowane na drogg degradacji.

Znaczenie uzyskanych wynikéw:

W publikacji przedstawiono wyniki badan, ktore doprowadzity do wykazania, ze
hamowanie procesu glikozylacji bialek moze by¢ podstawa innowacyjnej terapii
antywirusowej wobec wirusa kleszczowego zapalenia moézgu. Ponadto, uzyskane wyniki
potwierdzity, ze wyselekcjonowany zwiazek 4 posiada bardzo duzy potencjat aplikacyjny, gdyz
w przedstawionych badaniach wykazat si¢ wysokim indeksem selektywnosci wynoszacym 85.
Po raz kolejny przeprowadzone doswiadczenia potwierdzity réwniez szerokie spektrum
dzialania badanych zwigzkéw nalezacych do urydynowych pochodnych 2-deoksy cukrow,
potwierdzajac ich potencjal.

P.6. Pastuch-Gawolek, G., Chaubey, B., Szewczyk, B., Krol, E*. (2017). Novel
thioglycosyl analogs of glycosyltransferase substrates as antiviral compounds against classical
swine fever virus and hepatitis C virus. European Journal of Medicinal Chemistry, 137, 247-
262.

Cel naukowy pracy:

W ramach wspolpracy z dr hab. inz. Gabriela Pastuch-Gawotek z Politechniki Slaskiej
w Gliwicach uzyskalam do badan nowa grupe inhibitorow GTs - glikokoniugatow
zawierajacych fragment urydynowy (zwigzkom tym nadano numery od GP1-10 zgodnie z
kolejnoscia ich syntezy) (Schemat 4). W tych zwigzkach (5-amino-2-pirydylo) 1-tioglikozydy
sa potaczone bezposrednio z pochodng urydyny lub tez z wykorzystaniem *lacznika.
Modyfikacja naturalnego tacznika difosforanowego, ktory obecny jest w strukturze UDP-cukru
miata na celu zmiang jego anionowego charakteru i utatwienie wnikania do komorek przez
btony biologiczne.

linker bursztynianowy o)
lub bezposrednie wiazanie

(0] r N /'LRS
0
o)
< a 0] o] I NH R'O _
Ho™S Roo-P N0 o0 S NH o)
"5 0 g0 1 //
% O 0 R0~ OR N
R20 OR?
naturalny substrat GTs HO OH OR1
GP1-GP10
0
NR3
o) 0 )%
N WS T 030 o
0.5 / NH
N N0 9%
R1O/—) 0 o 0 R1O—) R20 OR2?
GP1-GP3 R?0 OR? GP4 -GP10

R acetyl, benzoil, TBDMS lub H, R% izopropyliden, TBDMS lub H, R3 H lub benzoil

Schemat 4. Schemat przedstawiajacy naturalny substrat GTs oraz struktury
zsyntetyzowanych zwigzkow.

17



Dr Ewelina Krol Zatgcznik nr 2: Autoreferat w jezyku polskim

W otrzymanych zwigzkach GP1-3 ugrupowanie difosforanowe zostato zastgpione
linkerem zawierajagcym pierscien pirydylowy polaczony z kwasem bursztynowym
przytaczonym w pozycji C-5’ urydyny. W zwigzkach GP4-10 ugrupowanie difosforanowe
zastapiono linkerem zawierajacym pierscien pirydylowy potaczony bezposrednio z utleniong
w pozycji C-5’ pochodng urydyny. Dla poprawy stabilno$ci tych glikokoniugatow wobec
enzymow z grupy glikozylohydrolaz, w obu grupach zwigzkow tlen przy weglu anomerycznym
jednostki cukrowej (D-glukozy lub D-galaktozy) zostat zastgpiony atomem siarki. Tak dobrane
struktury glikokoniugatow mialy pozwoli¢ na stwierdzenie, czy zastosowany fragment kwasu
bursztynowego w istotny sposéb wptywa na aktywnos$¢ przeciwwirusowg projektowanych
zwigzkow. Celem pracy byla analiza aktywnos$ci przeciwwirusowej serii Otrzymanych
zwigzkow przy zastosowaniu modelu ludzkiego wirusa zapalenia watroby typu C. Badanie
aktywnosci przeprowadzitam réwniez w stosunku do zwierzecego wirusa klasycznego pomoru
$win, aby sprawdzi¢ czy analizowane zwiazki cechuja si¢ aktywnoscig wobec réznych wirusow
nalezacych do rodziny Flaviviridae. Przeprowadzitam takze analiz¢ wptywu wprowadzonych
modyfikacji na aktywnos$¢ zwigzkow. Analizowatam wptyw obecnosci i rodzaju grup
zabezpieczajacych w obu czesciach glikokoniugatu: w pierScieniu cukrowym i w ugrupowaniu
urydyny. Do badan wykorzystatam zwiagzki ktore posiadaly jako grupy zabezpieczajace w
pierscieniu cukrowym grupy acetylowe, benzoilowe i TBDMS. Grupy te mialy zwigkszy¢
hydrofobowos¢ glikokoniugatéw 1 ufatwi¢ im wnikanie do komoérki. Z kolei grupy
zabezpieczajace w czesci urydyny (izopropylidenowa lub TBDMS) wybrane zostaty w celu
poprawy hydrofobowosci i stabilno$ci zwiazkéw w komorce.

Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:

W pierwszym etapie pracy badatam aktywno$¢ antywirusowa zwigzkow wobec wirusa
Klasycznego pomoru $win, ktory jest groznym patogenem wywotujacym zakazng chorobe
trzody chlewnej (Artois et al., 2002; Laddomada, 2000). Wirus zakaza glownie $winie, ale
zaobserwowano takze zakazenia wsrod dzikoéw, ktdre stanowig naturalny rezerwuar wirusa.
Klasyczny pomor §win jest jedng z najgrozniejszych chordb trzody chlewnej powodujaca
ogromne straty ekonomiczne nie tylko w Europie, ale takze na catym $wiecie (Edwards et al.,
2000). Po okresleniu cytotoksycznosci zwigzkow wobec komorek nerki swinskiej (SK6, ang.
,swine kidney cells”) przebadatam aktywno$¢ antywirusowa serii zwigzkow z uzyciem
opracowanego wczesniej testu redukcji wielkosci pseudolysinek wirusowych. Wirus
klasycznego pomoru §win nie wywoluje efektu cytopatycznego, wigc przy zakazeniu CSFV nie
jest mozliwa bezposrednia obserwacja tysinek jak to ma miejsce dla wirusow cytopatycznych
takich jak wirus grypy czy TBEV (Laude, 1987). Zaobserwowatam, ze z posrdod testowanych
zwigzkow zaledwie kilka wykazywato aktywnos$¢ wobec wirusa CSFV. Zwigzki te posiadaty
warto$ci ICsp ponizej 50 uM i z powodu niskiej toksycznos¢ tych zwigzkéw charakteryzowaty
si¢ one indeksami selektywnosci od 3,5 do 28,7. Dwa zwiazki (GP6 i GP7) (Schemat 5), ktore
zawieraly w swojej budowie fragment acetylowanego (5-amino-2-pirydylo) 1-tioglikozydu
potaczony bezposrednim wigzaniem z zabezpieczonym grupami TBDMS kwasem urydyno-5’-
karboksylowym okazaty si¢ by¢ najskuteczniejszymi z badanej serii. Zwigzki te byty aktywne
przy bardzo niskich stezeniach; ICso wynosito odpowiednio 3 1 6 uM 1 wiasnie dla tych
zwigzkow wartosci SI byty najwyzsze i wynosity odpowiednio 28,7 i 25,2.
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Schemat 5. Wzory chemiczne glikokoniugatow (GP6 i GP7).

W kolejnym etapie pracy przetestowatam zwigzki wobec wirusa zapalenia watroby typu
C stosujac zoptymalizowany opisany wczes$niej protokdt namnazania wirusa w hodowli
komorkowej in vitro (HCVcc). W badaniach poréwnawczych zastosowatam rowniez
Sofosbuvir, ktory jest dostepnym na rynku lekiem stosowanym w infekcji HCV. Analiza
antywirusowa aktywnos$ci zwigzkow wykazata, ze tak jak w przypadku CSFV, dwa zwiazki
(GP6 i GP7) cechowaty si¢ najwyzsza aktywnoscig antywirusowg wobec HCV. Wartosci ICso
wynosity 7 uM, co przy niskiej cytotoksycznosci okreslonej z uzyciem testu MTS, prowadzito
na uzyskanie wartosci SI odpowiednio 19,3 i 24,7.

Przeprowadzona analiza porownawcza wykazata, ze rodzaj cukru wystepujacego w
zsyntetyzowanych glikokoniugatach (D-glukoza lub D-galaktoza) nie ma znaczacego wptywu
na ich aktywno$¢ przeciwwirusowg. Ponadto, pomini¢cie tacznika bursztynowego |
bezposrednie polaczenie acetylowanych (5-amino-2-pirydylo) 1-tioglikozydow i kwasu 2°,3'-
di-O-tert-butylodimetylosililourydyno-5'-karboksylowego poprawito aktywno$¢ biologiczng
otrzymanych zwigzkow, o czym $wiadcza wyniki uzyskane dla zwiazkéw GP6 i GP7. Analiza
struktury wykazata rGwniez istotng role grup zabezpieczajacych obecnych w zsyntetyzowanych
glikokoniugatach. Grupami zabezpieczajacymi w przypadku dwoch aktywnych zwigzkow
byly: acetylowe grupy we fragmencie cukrowym 1 grupy TBDMS we fragmencie urydynowym.
Zmiana grup zabezpieczajacych w obu czgsciach glikokoniugatow zdecydowanie obnizyta
aktywnos$¢ zwigzkow wobec dwoch testowanych wirusoOw. Ponadto, zwigzki czgsciowo lub w
petni odblokowane nie wykazywatly aktywnosci in vitro.

Mechanizm dziatania zsyntetyzowanych zwigzkow nie byl znany. Zwigzki te zostaty
otrzymane jako potencjalne inhibitory glikozylotransferaz, w zwiazku z tym, aby lepiej pozna¢
mechanizm dziatania przeanalizowatam ich wplyw na synteze bialek HCV i CSFV.
Wykazatam, ze zwigzki w sposob zalezny od dawki hamowaly synteze biatek
powierzchniowych obu wirusow. Wykorzystujac opisang wczesniej lini¢ stabilng Huh7-J20,
przeprowadzitam takze doswiadczenia majace na celu doktadne okreslenie wptywu zwigzkow
na etap cyklu zyciowego. Zaprojektowane doswiadczenie umozliwito postawienie hipotezy, ze
moga one wplywac na replikacje lub sktadanie wirusa HCV w komorkach gospodarza, co byto
dosy¢ niespodziewanym wynikiem. Hipoteza ta zostata poparta wynikami uzyskanymi dla
Sofosbuviru, ktory jest lekiem hamujacym replikacje. Aby zweryfikowa¢ zaproponowang
hipoteze, zastosowatam lini¢ Huh7-J17, ktora stuzy do badania aktywnos$ci zwigzkow na etapie
replikacji, gdyz zawiera subgenomowy RNA wirusa HCV. Uzyskane wyniki jednoznacznie
potwierdzity, ze oba wyselekcjonowane zwigzki hamuja replikacje wirusowego RNA nawet
przy bardzo niskich stezeniach. Warto$¢ ICso dla zwigzkow GP6 i GP7 wynosity odpowiednio
4.005 uM i 3.741uM.

Znaczenie uzyskanych wynikéw:
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Zaprezentowane wyniki po raz pierwszy pokazuja, ze zwigzki nalezgce do urydynowych
glikokoniugatow zawierajacych w strukturze linkera pierScien pirydylowy i ugrupowanie
amidowe wykazuja znaczaca aktywnos¢ antywirusowa, ktora prawdopodobnie zwigzana jest z
hamowaniem procesu replikacji RNA wirusowego. Wyselekcjonowatam dwa zwigzki o silnych
aktywnos$ciach przeciwwirusowych wobec wirusa zapalenia watroby typu C oraz wirusa
klasycznego pomoru §win. Okreslitam, ktore modyfikacje maja istotny wptyw na aktywno$¢
antywirusowa zwigzkoéw 1 powinny by¢ brane pod uwage przy syntezie nowych, potencjalnie
bardziej aktywnych pochodnych. Zaskakujacy, ale z drugiej strony niezwykle interesujacy jest
fakt, iz zwiagzki zostaly zsyntetyzowane jako potencjalne inhibitory glikozylotransferaz
uczestniczacych w procesie glikozylacji biatek. Wstgpna analiza wykorzystujaca modelowanie
molekularne wykazata, ze zwigzki te sa zbyt duze, aby mogly wigza¢ si¢ w miejscu aktywnym
tych enzymow. Prawdopodobne jest wigc przypuszczenie, ze zwiazki te dziatajg na zasadzie
inhibitoréw niekompetycyjnych. Obecnie kontynuujemy badania w celu potwierdzenia
doktadnego mechanizmu dziatania tych zwigzkow.

P.7. Krol, E.*, Pastuch-Gawolek, G., Chaubey, B., Brzuska, G., Erfurt, K., Szewczyk,
B. (2018). Novel uridine glycoconjugates, derivatives of 4-aminophenyl 1-
thioglycosides, as potential antiviral compounds. Molecules, 23(6). pii: E1435.

Cel naukowy pracy:

Ze wzgledu na interesujgce wyniki uzyskane dla zwigzkow bedacych pochodnymi (5-
amino-2-pirydylo) 1-tioglikozydow i selektywnie zabezpieczonej urydyny kontynuujac
wspolprace z dr hab. inz. Gabrielg Pastuch-Gawotek uzyskalam do badan kolejng grupe
zwigzkow nalezacych do nowych tioglikozylowych analogdéw substratow glikozylotransferaz,
w ktorych zmodyfikowano strukture linkera poprzez zastgpienie aromatycznego atomu azotu
w pierScieniu pirydylowym atomem wegla (zwigzki GP11-19) (Schemat 6). Za cel naukowy
pracy przyjetam szczegdtows charakterystyke aktywnosci antywirusowej nowych zwigzkow
wobec wirusa klasycznego pomoru $§win oraz wirusa zapalenia watroby typu C oraz okreslenie
mechanizmu dziatania aktywnych zwigzkow.

linker bursztynianowy lub
bezposrednie wiazanie

f_)%
3 |
R'O )L%H N
-0 SONH M o}
R']o OR
R0 OR

OR!

o

2

GP11- GP19
R!: acetyl lub H, R%: izopropyliden, TBDMS lub H
Schemat 6. Schemat przedstawiajacy struktury testowanych zwigzkow.
Syntetyczny opis uzyskanych wynikow:
Po okresleniu cytotoksycznosci zwigzkow przeprowadzitam wstgpng analize

aktywnos$ci zwigzkow wobec wirusa klasycznego pomoru $§win przy wykorzystaniu testu
redukcji pseudotlysinek wirusowych. Uzyskane w ramach przedstawionej pracy wyniki

20



Dr Ewelina Krol Zatgcznik nr 2: Autoreferat w jezyku polskim

wskazywaly, ze dwa z po$rod zsyntetyzowanych zwigzkow (GP13 i GP16) posiadajg znaczaca
aktywno$¢ anty-CSFV (Schemat 7). Wyniki te zostaty potwierdzone z uzyciem wirusa HCV
przy zastosowaniu infekcyjnego wirusa w systemie HCVcc stosujgc jako kontrole Sofosbuvir.
Wartosci ICso dla wyselekcjonowanych zwigzkéw wynosity odpowiednio 4,9 i 13,5 uM. Oba
zwigzki charakteryzowaly si¢ indeksami selektywno$ci okreslonymi jako 52,4 i 20.
Przeprowadzona analiza strukturalna catej serii zwigzkéw wykazata, ze podstawienie
aromatycznego atomu azotu w linkerze przez atom wegla niekorzystnie wptywa na aktywnos$¢
przeciwwirusowa. Zwiagzki zawierajace wegiel w pierScieniu aromatycznym byly mniej
aktywne i bardziej toksyczne. Ponadto, linker bursztynianowy wydaje si¢ by¢ w tym przypadku
ugrupowaniem wplywajagcym na aktywno$¢ zwigzkéw. Prawdopodobnie, w przypadku
nieobecnosci aromatycznego atomu azotu w strukturze linkera, to wilasnie fragment
pochodzacy od kwasu bursztynowego jest odpowiedzialny za wzrost aktywnosci
antywirusowej. W przypadku badan aktywnos$ci anty-HCV, zwiazek GP13 zawierajacy linker
bursztynianowy byl najbardziej aktywny sposrod wszystkich dotychczas przetestowanych
glikokoniugatow.

o o]

ACO NH | NH
c 0 AcO
AcO © SONHN |N/I%O O SONH\EO N/go
OAc o) o OAc o
o} i ?J
AcO
OAc OAc

TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
GP13 GP16

Schemat 7. Schemat przedstawiajgcy struktury aktywnych zwigzkow.

W dalszej cz¢$ci pracy skupilam si¢ na analizie mechanizmu dziatania zwigzkow GP13
i GP16, ktore wykazaly znaczacg aktywno$¢é antywirusowg w badaniach wstepnych. W celu
scharakteryzowania mechanizmu wykorzystatam opisang wcze$niej lini¢ stabilng Huh7-J20 i
udowodnitam, ze tak jak w przypadku poprzedniej serii glikokoniugatéw roéwniez w przypadku
tych zwigzkow ich mechanizm antywirusowy prawdopodobnie zwigzany jest z hamowaniem
procesu replikacji. Nie obserwowano wptywu zwigzkow na wczesne etapy cyklu zyciowego
wirusa HCV. Zaproponowang hipoteze badawcza potwierdzitam z wykorzystaniem linii
stabilnej Huh7-J17 zawierajgcej niepelny genom wirusa HCV. Z przeprowadzonej analizy
jednoznacznie wynikato, ze testowane zwigzki pomimo tego, ze byly zaprojektowane jako
potencjalne inhibitory glikozylotransferaz, to hamujg aktywno$¢ enzymow uczestniczacych w
cyklu replikacyjnym wirusa.

Znaczenie uzyskanych wynikéw:

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze urydynowe glikokoniugaty zawierajace w strukturze
linkera fragment amidofenylowy posiadaja znaczaca aktywnos$¢ antywirusowa wobec
ludzkiego HCV jak 1 zwierzgcego CSFV. W ramach przeprowadzonych badan
wyselekcjonowatam kolejne dwa zwigzki (GP13 1 GP16) o silnych aktywnosciach
przeciwwirusowych. Modyfikacje wprowadzone do poprzednio wyselekcjonowanych
zwigzkow pozwolity na uzyskanie zwigzku, ktory posiadal zdecydowanie wyzszy indeks
selektywnos$ci. Poprzednio SI dla najbardziej aktywnego zwigzku GP7 wynosit 24,7.
Wprowadzone modyfikacje pozwolily na uzyskanie zwigzku GP13 o SI dwukrotnie wyzszym,
wynoszacym 52,4. Wartos¢ SI dla Sofosbuviru stosowanego obecnie jako sktadnik terapii anty-
HCV wynosi okoto 120. Zwigzek GP13 cechowal si¢ takze ponad 8-krotnie nizsza
cytotoksycznoscig niz Sofosbuvir. Analiza strukturalna moze zosta¢ wykorzystana do
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zaprojektowania nowych, pilnie potrzebnych inhibitorow o wysokiej wartosci indeksoéw
selektywnosci.

Podsumowanie najwazniejszych osiagnieé przedstawianego cyklu badan
Do najwazniejszych osiggni¢¢ zaprezentowanego cyklu monotematycznego zaliczam:

1. Opracowanie innowacyjnej strategii zwalczania infekcji wirusowych u ludzi opartej na
zastosowaniu zsyntetyzowanych chemicznie inhibitorow procesu glikozylacji bialek.

W ramach badan wykazalam znaczaca aktywnos$¢ antywirusowg inhibitoréw glikozylacji
nalezacych do urydynowych pochodnych 2-deoksy cukrow wobec wirusa grypy, wirusa
zapalenia watroby typu C oraz wirusa kleszczowego zapalenia mézgu. Przeprowadzona
analiza struktury 1 aktywno$ci antywirusowej umozliwila wytypowanie grup
zabezpieczajacych ktore istotnie wptywaja na aktywnos$¢ zwigzkow. Wyselekcjonowalam
zwigzki cechujace si¢ znaczacymi indeksami terapeutycznymi, ktoére moga miec
potencjalne zastosowanie jako sktadniki monoterapii lub terapii skojarzonej w przysztosci.
Potwierdzilam szerokie spektrum dziatania zwigzkéw co wskazuje, Zze mogg one stanowic
skuteczng opcj¢ terapeutyczng rowniez wobec innych wirusow ostonkowych. Badania te
moga by¢ podstawa do rozpoczecia dalszych badan klinicznych.

2. Opracowanie nowej strategii antywirusowej wobec wirusa zapalenia waqtroby typu C przy
zastosowaniu glikokoniugatow urydynowych hamujqcych proces replikacji RNA.

W ramach osiaggni¢cia habilitacyjnego udalo si¢ wyselekcjonowa¢ zwiazki nalezace do
glikokoniugatow urydynowych, posiadajace inny mechanizm dziatania niz hamowanie
procesu glikozylacji bialek. Znaczaca aktywno$¢ antywirusowa glikokoniugatow
urydynowych wobec wirusa zapalenia watroby typu C zwigzana jest z hamowaniem
procesu replikacji RNA wirusowego. Obecnie trwaja prace nad potwierdzeniem ich
doktadnego mechanizmu  przeciwwirusowego. Wyselekcjonowane zwigzki
charakteryzowaty sie do$¢ wysokimi wartosciami indeksu terapeutycznego, co wskazuje na
ich wysoki potencjal aplikacyjny. Wiedza uzyskana w ramach analizy struktury i
aktywnos$ci moze zosta¢ wykorzystana do zaprojektowania nowych, potencjalnie bardziej
aktywnych zwigzkow przeciwwirusowych.

3. Wprowadzenie nowej tematyki badawczej oraz nowego warsztatu naukowego do Zaktadu
Szczepionek Rekombinowanych Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i
GUMed.

Prace prowadzone w Zaktadzie Szczepionek Rekombinowanych dotyczyly glownie
opracowania skutecznych szczepionek rekombinowanych wobec patogenéw wirusowych.
Jako pierwsza wprowadzitam do Zakladu tematyke badawcza zwigzang z badaniem
aktywnosci antywirusowej zwigzkow. Dzigki nawigzaniu wspolpracy naukowej z licznymi
o$rodkami krajowymi i zagranicznymi wprowadzitam wiele nowych metod badawczych do
Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych. Zoptymalizowany przeze mnie warsztat
naukowy otwiera rowniez perspektywy dla nowych badan dotyczacych infekcji
wywotanych przez badane patogeny wirusowe.

22



Dr Ewelina Krol Zatgcznik nr 2: Autoreferat w jezyku polskim

Plany naukowe:

W 2016 roku zostatam laureatka projektu SONATA Narodowego Centrum Nauki
uzyskujac dofinansowanie na realizacj¢ projektu pt. ,,Wirus kleszczowego zapalenia mozgu -
poznanie mechanizmow uzytecznych w leczeniu i profilaktyce". W ramach tego projektu udato
si¢ wyselekcjonowaé zwiazki o silnych wlasciwosciach antywirusowych wobec TBEV, ktore
zostaly opisane w osiggnieciu naukowym [P.5]. Ze wzgledu na obiecujgce wyniki, Kontynuujgc
wspotprace z dr hab. Ilong Wandzik oraz dr hab. Gabrielg Pastuch-Gawotek z Politechniki
Slaskiej w Gliwicach, planuje badanie aktywnosci kolejnych zwiazkéw m.in. glikokoniugatow
urydyny zawierajacych w strukturze linkera pierscien 1,2,3-triazolowy wobec wirusa TBEV.
Ponadto, w ramach tej wspotpracy planuje ztozy¢ wspolny projekt badawczy w ramach
konkursu OPUS NCN na synteze¢ oraz badanie aktywno$ci nowych, zaprojektowanych i
zsyntetyzowanych zwigzkéw wobec TBEV.

Kontynuujac tematyke badan zwigzang z wirusem kleszczowego zapalenia moézgu
nawigzatam takze wspolprace z prof. Theodore Hupp z Experimental Cancer Research w
Edynburgu, ktéry obecnie jest kierownikiem Miedzynarodowego Centrum Badan nad
Szczepionkami Przeciwnowotworowymi ktore powstalo na Uniwersytecie Gdanskim w
ramach programu Mig¢dzynarodowe Agendy Badawcze. Wspoélpraca ta ma na celu poznanie
roli biatek transbtonowych indukowanych przez interferon 1, 2 i 3 (ang. interferon-induced
transmembrane protein) w przebiegu infekcji wirusa kleszczowego zapalenia mozgu.

Kontynuujgc moje zainteresowania odnosnie poszukiwania nowych, innowacyjnych
metod zapobiegania i zwalczania niebezpiecznych choréb wirusowych, w tym TBEV, a takze
dysponujac warsztatem naukowym zwigzanym z tym wirusem pod koniec 2019 roku planuje
ztozy¢ do Narodowego Centrum Nauki kolejny projekt zwigzany z wirusem TBEV w ramach
konkursu DAINA na polsko-litewskie projekty badawcze. Z uwagi na fakt, iz inng mozliwg
droga zakazenia TBEV u ludzi jest spozycie niepasteryzowanego mleka lub produktow
mlecznych od zainfekowanych koz, owiec 1 kréw celem projektu begdzie proba opracowania
potencjalnej szczepionki dla zwierzat opartej na czastkach wirusopodobnych TBEV. W ramach
tej inicjatywy rozpoczetam wspotprace z grupg badawcza Prof. Arunasa Stankeviciusa z
Lithuanian University of Health Sciences, Kaunas, Litwa. W projekcie bedzie uczestniczy¢
rowniez grupa badawcza Dr Daniela Ruzek z Veterinary Research Institute, Brno, Czechy.

Od 2017 roku realizuj¢ takze projekt w ramach projektu LIDER Narodowego Centrum
Badan i Rozwoju zatytulowany ,,Szczepionka przeciwko wirusowi Zika — innowacyjne
otrzymywanie antygenoéw podjednostkowych”. Badania realizowane w tym projekcie maja na
celu opracowanie potencjalnej szczepionki przeciwko wirusowi Zika opartej na czastkach
wirusopodobnych. Ze wzgledu na wprowadzony do laboratorium warsztat badawczy w ramach
realizacji tego grantu, pragne kontynuowac¢ tematyke badawcza zwigzang z wirusem Zika. Z
ostatnich doniesien literaturowych wynika, ze w przypadku infekcji wirusem Zika,
wczesniejsza infekcja innym flawiwirusem, w szczegélno$ci wirusem Dengue, moze
powodowaé¢ wzmocnienie infekcji, co zwigzane jest z obecno$cig w organizmie przeciwciat
krzyzowo-reaktywnych, ktore skierowane sg przeciwko wysoce konserwowanej petli fuzyjnej
w flawiwirusowym biatku ostonki — E. W zwigzku z tym konieczne jest wyprodukowanie
czastek wirusopodobnych ze zmodyfikowanymi wlasciwosciami antygenowymi, CO
prawdopodobnie moze ograniczaé¢ produkcj¢ przeciwcial krzyzowo-reaktywnych. W ramach
realizacji tego zagadnienia podjetam wspotprace z Dr Simone Fonseca z Laboratory of
Immunoregulation, Institute of Tropical Pathology and Public Health, Federal University of
Goias, Goiania-Goias-Brazil, Brazylia jak i z Dr Daniel Ruzek z Veterinary Research Institute,
Brno, Czechy. Projekt w ramach konkursu Sonata Bis Narodowego Centrum Nauki pt:
,»Poznanie mechanizmu wzmocnienia infekcji wirusowej zaleznej od przeciwciat (ADE) u
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pokrewnych, silnie patogennych flawiwirusow w celu opracowania nowych metod diagnostyki
i prewencji” jest juz przygotowany i zostanie ztozony w potowie 2019 roku.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

(Szczegotowy wykaz wszystkich moich publikacji (IF, Punkty MNiSW, cytowania), znajduje
si¢ w Zalaczniku 4 razem z opisem moich innych osiggnigc)

Osiggnigcia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora.

Moja praca naukowo-badawcza rozpoczeta sie¢, kiedy po ukonczeniu z wyrdznieniem
klasy uniwersyteckiej o profilu biologiczno-chemicznym w | Akademickim Liceum
Ogolnoksztatlcacym w Gdyni uzyskatam indeks uprawniajacy do rozpoczgcia studiow
magisterskich na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG i GUMed bez egzaminow
wstepnych. Bedac na drugim roku studiow dotaczytam do grupy Prof. dr hab. Bogustawa
Szewczyka w Katedrze Wirusologii Molekularnej. Rozpocze¢tam wtedy zajecia indywidualne
W pracowni wirusologicznej zajmujac si¢ klonowaniem genéw wirusa zapalenia watroby typu
C do wirusa owadziego Baculovirus AcNPV jako uczestnik projektu ,,Structural and functional
studies of hepatitis C virus glycoproteins: identification of targets for antiviral therapy;
European Network for Hepatitis C Virus Envelope Glycoprotein Research (ENHCV)” w
ramach 5 Programu Ramowego Unii Europejskiej. Tematyka zwigzana z biatkami
strukturalnymi wirusa zapalenia watroby typu C byla rowniez podstawa mojej pracy
magisterskiej. Moja praca magisterska zostata wysoko oceniona i uzyskata nagrode na
konferencji 12" International Students’ Scientific Conference for Students and Young Doctors.
Ponadto byla cennym materiatem do dalszych badan nad glikoproteinami E2 1 E1 wirusa
zapalenia watroby typu C.

Po ukonczeniu pracy magisterskiej w 2004 rozpoczetam realizacje kolejnego projektu
naukowego w ramach Studium Doktoranckiego na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. Praca doktorska wykonywana byta pod opieka Prof. dr hab. Bogustawa
Szewczyka. Badania przeprowadzone byly w ramach realizacji grantu badawczego KBN 2
P04B 012 26 (2004-2007) finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
ktory realizowany byl we wspotpracy z Prof. dr hab. Grzegorzem Grynkiewiczem z Instytutu
Farmaceutycznego w Warszawie oraz Prof. dr hab. Wiestawem Szeja z Politechniki Slaskiej w
Gliwicach. W ramach pracy doktorskiej koncentrowatam si¢ na poszukiwaniu zwigzkéw o
potencjalnej aktywnoS$ci antywirusowej wobec wirusa klasycznego pomoru $win (CSFV), ktory
przez wiele lat stanowit model zastepczy do badan nad wirusem zapalenia watroby typu C
(HCV), ze wzgledu na brak modelu do namnazania wirusa HCV w hodowli komérkowe;j in
vitro. Badania te stanowily podstawe¢ mojej pracy doktorskiej, ktorag obronitam w grudniu 2011
roku z wyr6znieniem. Najwazniejszym osiggnieciem pracy doktorskiej byta charakterystyka
mechanizmu dziatania réznych zaprojektowanych i zsyntetyzowanych w Polsce analogoéw
i mimetykow tunikamycyny (inhibitora N-glikozylacji biatek) w stosunku do dwodch
waznych i1 groznych patogendéw wirusowych z rodziny Flaviviridae; wirusa zapalenia
watroby typu C oraz wirusa klasycznego pomoru $win. Warte podkreslenia jest to, iz
eksperymenty z uzyciem systemu infekcyjnego wirusa HCV byty pionierskimi badaniami
w Kkraju. Zaprojektowane i przetestowane w ramach pracy doktorskiej zwigzki byly
podstawa dwoch patentow zlozonych do Urzedu Patentowego RP (PL211936-Bl oraz
PL212067-B1), ktorych jestem wspétautorem. Ponadto, uzyskane wyniki zostaty
opublikowane w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (Krol et al., 2010; Reszka et
al., 2010) oraz prezentowane na kilkunastu konferencjach zagranicznych i krajowych, na
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ktore bardzo czesto uzyskiwatam dofinansowanie od organizatoréw. Za prace doktorska
zostatam uhonorowana W 2012 roku nagroda Gdanskiego Towarzystwa Naukowego i
Prezydenta Miasta Gdanska. Po wstapieniu w 2012 roku do Gdanskiego Towarzystwa
Naukowego w 2015 roku zostatam takze cztonkiem Klubu Mtodych Naukowcow dziatajgcego
w ramach GTN, w ktérym do dnia dzisiejszego pehig¢ rol¢ Vice-przewodniczacego. Celem
dziatalnoséci Klubu jest m.in. integracja i organizowanie wspOlpracy mtodych naukowcow
gdanskich uczelni. Przy wsparciu Wtadz GTN opracowano projekt ,,Gdanska Mtoda Nauka™ i
obecnie w fazie przygotowania jest platforma internetowa majaca na celu zintegrowanie
srodowiska mtodych naukowcow.

Osiggniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora.

Niezaleznie od projektu pracy doktorskiej bylam zaangazowana w inne prace badawcze
Zespotu, ktore miaty na celu opracowanie jak i przygotowanie do wdrozenia szczepionek
przeciwko réZznym waznym patogenom wirusowym. M.in. bylam wykonawca projektu w
projekcie finansowanym w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka
Priorytet 1 - POIG.01.01.02-14-007/08-00, ,,INNOWACYJINA GOSPODARKA?”, ,,Centrum
Biotechnologii produktéw leczniczych. Pakiet innowacyjnych biofarmaceutykow dla terapii i
profilaktyki ludzi i zwierzat" realizowanym w latach 2008-2015 przy wspoétpracy z Instytutem
Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, Instytutem Biotechnologii i Antybiotykow,
Instytutem Rozrodu Zwierzat i Badah Zywno$ci Polskiej Akademii Nauk jak i Zaktadem
Choro6b Drobiu Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego z Pulaw. Celem tego projektu bylo
opracowanie skutecznej szczepionki DNA przeciwko grypie ptasiej, ktora jest powaznym
problemem w przemysle drobiarskim, gdyz powodujac duzg $miertelnos¢ wsrdd drobiu,
powoduje ogromne straty ekonomiczne. Wysoka skutecznosc¢ in vivo opracowanej szczepionki
daje nadzieje¢ na jej komercyjne zastosowanie w niedalekiej przysztosci (Stachyra et al., 2014,
Szewczyk et al., 2014).

Pragnac kontynuowac niezwykle interesujgca tematyke rozpoczeta w ramach pracy
doktorskiej, ale jednoczesnie potaczy¢ doswiadczenie uzyskane w ramach uczestnictwa w
projekcie POIG zwigzanego z wirusem grypy ztozytam w 2010 roku do Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego projekt w ramach projektu Iuventus Plus. W 2011 zostatam laureatka
tego konkursu uzyskujac jako kierownik projektu fundusze na wiasne badania. Juz po obronie
pracy doktorskiej w 2012 roku zostatam laureatka drugiej edycji programu MNiSW uzyskujac
finansowanie dalszej czesci projektu. Prace opublikowane w ramach tych dwoch grantow sa
podstawa mojego osiggni¢cia naukowego opisanego powyzej, jednak warsztat wprowadzony
przeze mnie do laboratorium Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych m.in. opracowanie
metody hodowli wirusa grypy w kulturach in vitro pozwolil mi uczestniczy¢ w innym
projektach badawczych. W badaniach nad poszukiwaniem nowych zwigzkow, ktore moglyby
udoskonali¢ strategie terapeutyczne wobec wirusa grypy kontynuowatam wspotprace naukowa
z Prof. Grynkiewiczem z Instytutu Farmaceutycznego w Warszawie. Celem tej wspotpracy
byto poszukiwanie bardziej skutecznych pochodnych lekow przeciwwirusowych stosowanych
obecnie w terapii infekcji wirusem grypy; gtownie inhibitora neuraminidazy (oseltamiwiru)
(Adamska et al., 2012). Ponadto, namnozytam wirusy wykorzystywane do analizy skutecznosci
uniwersalnego immunosensora do wykrywania wirusa grypy w wymazach z ludzkiego gardta,
ktéry wykonywany byt w ramach projektu VENTURES finansowanego przez Fundacj¢ na
rzecz Nauki Polskiej kierowanego przez dr Dawida Nidzworskiego. Efekty tej wspotpracy
zawarte sg w publikacji Nidzworski et al., 2014 opublikowanej w prestizowym czasopismie
Biosensors and Bioelectronics.
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Opublikowane prace stanowigce moje osiaggni¢cie naukowe jak rowniez te przedstawione
powyzej zostaly wyroznione w 2015 roku nagroda zespotowa Rektora Uniwersytetu
Gdanskiego.

W 2012 roku moj kolejny projekt zostal zakwalifikowany do finansowania w ramach
konkursu PRELUDIUM 2 Narodowego Centrum Nauki. Glownym celem projektu byto
poszukiwanie nowych zwigzkoéw o silnych aktywnos$ciach antywirusowych wobec wirusa
zapalenia watroby typu C przy uzyciu wszystkich dostepnych obecnie systemow
eksperymentalnych stuzgcych do badania cyklu zyciowego wirusa HCV in vitro, co ztozyto si¢
na moje osiagniecie naukowe. W tym celu nawigzatam wspotprace naukowsa z Prof. Arvindem
Patel z University of Glasgow Centre for Virus Research ze Szkocji. Efektem realizacji tego
grantu byty oprocz publikacji naukowych stanowigcych osiggnigcie naukowe dwie inne prace,
w ktorych jestem autorem: praca eksperymentalna (Krol et. al., 2014) oraz praca przegladowa
(Chmielewska et al., 2015).

Warto nadmieni¢, ze opublikowane prace stanowigce osiggniecie naukowe oraz wymienione
dodatkowe prace zwigzane z wirusem grypy oraz wirusem zapalenia watroby typu C zostaty
réwniez wyrdznione w latach 2013 i 2018 nagrodami indywidualnymi Rektora Uniwersytetu
Gdanskiego oraz w 2013 rocznym Stypendium Naukowym dla Miodych Doktorow
Uniwersytetu Gdanskiego.

Ze wzgledu na to, iz projekty badawcze realizowane przeze mnie sg projektami
aplikacyjnymi o duzym potencjale komercyjnym w 2012 zostaltam laureatka prestizowego
programu szkoleniowego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,TOP500 Innovators:
Science-Management-Commercialization”, w ramach ktorego odbytam ponad 2 miesigczny
staz na Stanford University w Dolinie Krzemowej w USA, gdzie szkolitam si¢ z zakresu
wspolpracy nauki z biznesem, zarzadzania badaniami naukowymi oraz komercjalizacji
wynikoéw badan naukowych. Miatam takze mozliwo$¢ poznania tematyki badan realizowane;j
na tym jednym z najlepszych uniwersytetéw na S$wiecie. Odbywalam tam praktyki w
laboratoriach naukowych. Od 2013 roku jestem takze cztonkiem Stowarzyszenia TOP500
Innovators, ktore zostalo powotane z inicjatywy Absolwentéw Programu Ministerstwa Nauki 1
Szkolnictwa Wyzszego Top 500 Innovators: Science - Management — Commercialization w
celu stworzenia interdyscyplinarnej platformy wspotpracy pomiedzy przedstawicielami
srodowisk naukowych i przedstawicieli centrow transferu technologii w Polsce, wykorzystujac
doswiadczenie zdobyte na najlepszych uczelniach na $wiecie, m.in. w Stanford University czy
University of California, Berkeley.

Kontynuujgc tematyke badan aktywnos$ci antywirusowej zwigzkoéw nawigzatam wspotprace
naukowa z dr Danielem Ruzek z Veterinary Research Institute z Czech. Ta wspotpraca
przyczynita si¢ do aplikowania o kolejny grant Narodowego Centrum Nauki w ramach
konkursu Sonata. W 2016 roku uzyskatam jako kierownik finansowanie na realizacj¢ projektu
zwigzanego z poszukiwaniem nowych metod leczenia i zapobiegania zakazen wirusem
kleszczowego zapalenia mozgu. W 2016 roku odbytam staz naukowy w laboratorium dr Razek,
gdzie poznatam techniki pracy z wirusem kleszczowego zapalenia mézgu, ktory nalezy do
patogendow III klasy bezpieczenstwa biologicznego. Efektem tej wspdlpracy jest jedna
opublikowana praca wchodzaca w sktad osiggniecia naukowego oraz planowane sg dwa kolejne
manuskrypty.

W latach 2012-2016 bralam rowniez udzial w realizacji dwoch projektow badawczych
finansowanych w ramach Programu Badan Stosowanych Narodowego Centrum Badan i
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Rozwoju, projektu PBS1/B8/2/2012 zatytulowanego ,,Opracowanie i wdrozenie technologii
produkcji szczepionki wektorowej przeciwko chorobie Newcastle u kur” oraz projektu
PBS2/A7/14/2014, ktorego celem byto innowacyjne otrzymanie antygenoéw podjednostkowych
jako bezpiecznych szczepionek przeciwko grypie. Wykorzystujac cenne doswiadczenie
zdobyte podczas realizacji tych grantoéw kontynuowatam tematyke badan naukowych zwigzana
z opracowaniem innowacyjnych metod zapobiegania infekcjom wirusowym w ramach
uzyskanego w 2016 grantu LIDER VIl Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Projekt ma na
celu opracowanie potencjalnej szczepionki przeciwko wirusowi Zika opartej na czgstkach
wirusopodobnych. O waznosci tematyki badan zwigzanej z probg opracowania szczepionek
opartych na czastkach wirusopodobnych przeciwko patogenom wirusowym przenoszonym
przez komary m.in. wirusowi Zika $wiadczy opublikowanie przeze mnie publikacji
przegladowej w prestizowym czasopi$mie Trends in Biotechnology (IF 13,578) (Krol et al.,
2019). Ze wzgledu na uzyskanie bardzo zadawalajacych wynikéw in vivo na modelu mysim z
uzyciem opracowanej przez nas szczepionki, proponowane rozwigzanie zostanie w najblizszym
czasie zgloszone celem ochrony do Urzedu Patentowego RP, a nastgpnie przygotowane
zostanie zgloszenie patentowe w procedurze PCT. Ponadto, dwie prace opisujace uzyskane
wyniki sa w przygotowaniu i zostang wystane do recenzji.

Dorobek naukowy — podsumowanie:

e Laczna liczba publikacji: 19 (przed doktoratem 4, po doktoracie 15; w tym
pierwszy autor w 9 artykutach, autor korespondencyjny w 9 artykutach)

e Cykl habilitacyjny to 7 publikacji (w tym pierwszy autor w 6 pracach, autor
korespondencyjny w 7 pracach) o IF = 22,384; IFs.iemi = 23,935; MNiSW = 210

e Laczna liczba prac z wylaczeniem cyklu habilitacyjnego: 12 (w tym pierwszy
autor w 3 pracach, autor korespondencyjny w 2 pracach) IF = 35,291; IFs.jetni =
38,617; MNIiSW = 255
- przed doktoratem: 4 publikacje o IF = 5,673; IF s.ieti = 5,726; MNiSW = 50
- po doktoracie: 8 publikacji o IF = 29,618; IF s.eti = 32,891; MNiSW = 205

e Sumaryczny wspolczynnik oddzialywania czasopism, zgodnie z rokiem
opublikowania: IF= 57,675; IFs.emi = 62,552 (prace przed doktoratem: IF = 5,673;
prace po doktoracie: IF = 52,002).

e Sumaryczna liczba punktow MNiSW: 465 (prace przed doktoratem: MNiSW =
50; prace po doktoracie: MNISW = 415).

e Liczba cytowan wg bazy Web of Science: 130; wg Google Scholar: 249

¢ Indeks Hirscha wg bazy Web of Science: 6; wg Google Scholar: 7

e Laczna liczba streszczen zjazdowych: 30 (17 przed uzyskaniem stopnia doktora, 13
po uzyskaniu stopnia doktora), 21 na konferencjach zagranicznych, 9 na
konferencjach krajowych).

e Liczba udzielonych patentow: 2

Roéwnolegle z dziatalno$cig naukowa prowadze rowniez dziatalno$¢ dydaktyczna,
komplementarng z moim profilem badawczym. Prowadz¢ zajecia w formie wykladow i
¢wiczen laboratoryjnych dla studentow Mig¢dzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i
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GUMed (szczegotowa lista w zalaczniku nr 4). Jestem obecnie promotorem 4 prac
magisterskich, 2 projektow badawczych (licencjackich) oraz promotorem pomocniczym w 2
przewodach doktorskich (zalacznik nr 4). Angazuje si¢ takze w dziatania promujace Wydziat
1 wspierajacego jego rozwoj. Jestem Przewodniczaca Zespotu ds. organizacji imprez
promocyjnych 1 edukacyjnych na Wydziale Biotechnologii. Jestem takze cztonkiem Senatu
Uniwersytetu Gdanskiego oraz Rady Wydziatu Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii
UG i GUMed.
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