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Wstep

Pomimo poprawiajacej si¢ dostepnosci wysoko skutecznych bezposrednio dziatajacych terapii
przeciw wirusowych pozwalajacych na eradykacj¢ zakazenia wirusem zapalenia watroby typu
C (HCV) na swiecie wcigz zyje ponad 50 milionéw oséb z aktywnym zakazeniem tym
wirusem. Czesto$¢ wystepowania przewlekltego zapalenia watroby typu C jest aktualnie
najwyzsza krajach zlokalizowanych we wschodnich regionach morza $§rédziemnego 1 w
Europie Wschodniej, niemniej ilo$¢ zakazen jest rowniez wysoka w najludniejszych krajach
$wiata (Chiny, Indie, USA). Szacuje si¢, ze tylko okoto 20% o0so6b jest zdiagnozowanych a
tylko 15% zdiagnozowanych otrzymalo leczenie. Sytuacja ta z pewno$cig bedzie si¢
poprawia¢ w przyszlosci. Strategia eliminacji HCV do 2030 roku zaktada, ze 90% oséb
zyjacych z HCV zostanie zdiagnozowanych a 80% otrzyma leczenie, o 90% zmniejszy si¢
czestos¢ nowych zakazen a $miertelno$¢ zwigzana z powiktaniami tego zakazenia spadnie o
65%. Nalezy jednak zauwazy¢, ze rocznie szacunkowo 1.75 miliona nowych oséb ulega

zakazeniu co wskazuje na skale i trudno$¢ w realizacji wyzej zalozonych celow eliminacji.
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Zmienia si¢ rowniez epidemiologia HCV - obok klasycznego ryzyka zakazenia zwigzanego
na przyktad z uzywaniem dozylnych §rodkow psychoaktywnych, pojawiaja si¢ zakazenia na
drodze chemseksu bedace zwigzkiem pomig¢dzy ryzykownymi kontaktami seksualnymi a

stosowaniem $srodkéw psychoaktywnych celem poprawy doznan seksualnych.

Opracowanie szczepienia przeciw HCV stanowi wyzwanie od wielu lat — testowano zaréwno
modele szczepionek profilaktycznych (redukujacych ryzyko transmisji zakazenia) jak
terapeutycznych (poprawiajacych zdolno$¢ samoeliminacji aktywnie replikujacego wirusa),
ale jak do tej pory bez powodzenia. Niemniej badania naukowe nad szczepionka przeciw
HCV pozostaja jednym z kluczowych nurtéw badawczych, a potencjalne wdrozenie
szczepionki stanowitoby olbrzymig korzy$¢ populacyjng w skali §wiatowej. Dlatego sam
zakres pracy doktorskiej oceniam bardzo wysoko jako podstawe naukowa mogaca poprawic
w przyszto$ci zrozumienie mechanizméw immunostymulacji w zakazeniu HCV a takze
ucieczki immunologicznej od stymulowanych przeciwcial. Praca doktorska ma charakter
nowatorski, jest niezwykle wartosciowa, taczac badania podstawowe z potencjalnym

zastosowaniem wdrozeniowym w przysztosci.

Nalezy réwniez zauwazy¢, ze doktorat powstal w ramach finansowaniu ze $rodkéw projektu
LIDER NCBR ,,Nowe rekombinowane glikoproteiny E1E2 oraz czastki wirusopodobne jako
szczepionki przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu C, oraz dwoch projektow NCN —
Wilasciwosci immunogenne epidotow biatka NS3 wirusa zapalenia watroby typu C w fuzji z
malym biatkiem powierzchniowym wirusa zapalenia watroby typu B” pod kierownictwem dr
Katarzyny Grzyb oraz ,,Ocena immunogennosci silnie konserwowanych epitopow
glikoproteiny E2 wirusa zapalenia watroby typu C eksponowanych na powierzchni czasteczek
wirusopodobnych opartych na malym biatku powierzchniowym wirusa zapalenia watroby
typu B” w ramach projektu Preludium, ktérego beneficjentem jest doktorantka. Pozyskanie
srodkoéw na realizacje¢ projektu jest dodatkowym atutem pracy doktorskiej 1 wskazuje na

dalsze mozliwosci pozyskiwania projektow naukowych przez panig magister Ann¢ Czarnote.

Ocena metodologiczna i merytoryczna pracy

Praca doktorska liczy 66 stron, ktore stanowig opis dla opublikowanych trzech prac
oryginalnych stanowigcych de facto podstawe pracy doktorskiej. Wszystkie opublikowane

publikacje to prace z pierwszym autorstwem Doktorantki i sg to:



Praca 1: Immunogenicity of Leishmania-derived hepatitis B small surface antigen particles
exposing highly conserved E2 epitope of hepatitis C virus. Czarnota A, Tyborowska J,
Peszynska-Sularz G, Gromadzka B, Bienkowska-Szewczyk K, Grzyb K. Microb Cell Fact.
2016 Apr 13;15:62. doi: 10.1186/512934-016-0460-4.

Praca 2: Specific Antibodies Induced by Immunization with Hepatitis B Virus-Like Particles
Carrying Hepatitis C Virus Envelope Glycoprotein 2 Epitopes Show Differential
Neutralization Efficiency. Czarnota A, Offersgaard A, Pihl AF, Prentoe J, Bukh J, Gottwein
JM, Bienkowska-Szewczyk K, Grzyb K. Vaccines (Basel). 2020 Jun 10;8(2):294. doi:
10.3390/vaccines8020294.

Praca 3: Effect of Glycan Shift on Antibodies against Hepatitis C Virus E2 412-425 Epitope
Elicited by Chimeric sHBsAg-Based Virus-Like Particles. Czarnota A, Offersgaard A,
Owsianka A, Alzua GP, Bukh J, Gottwein JM, Patel AH, Bienkowska-Szewczyk K, Grzyb K.
Microbiol Spectr. 2023 Jan 31;11(2):e0254622. doi: 10.1128/spectrum.02546-22

Wszystkie opracowania to pelnowarto$ciowe manuskrypty oryginalne, zbiezne tematycznie,
zaawansowane metodologicznie z prawidtowo przeprowadzonymi eksperymentami i rzetelnie

opisanymi wynikami badan.

Opis w/w prac poprzedza dos$¢ obszerny wstep dotyczacy wirusologii HCV, z opisem budowy
wirusa, epidemiologii 1 terapii zakazen oraz ciekawie i wartko opisane zagadnienia opisujace
potrzeby 1 wyzwania w opracowaniu szczepionki przeciw HCV. Recenzent ze szczegdlnym
zainteresowaniem przesledzil doskonale opracowany opis odpowiedzi komorkowej 1
humoralnej a takze zagadnienia ucieczki immunologicznej zwigzanej ze zmiang konformacji
immunogennych epitopdw 1 poza epitopem, mechanizm przynety wytracajacej przeciwciala
czy zmiany glikozylacji w tarczy glikanowej. Doskonaly opis, ktéry mozna w zasadzie w

catosci opublikowac¢ jako prace pogladowa skierowang zaréwno do biologoéw jak lekarzy.

Cele pracy sg spojne 1 w linii z opublikowanymi pracami naukowymi a wnioski s3
scharakteryzowane wzorowo. Szczego6lnie interesujace sg dane dotyczace silnej odpowiedzi
humoralnej dla opracowanych VLP, reaktywno$¢ krzyzowa dla wielu subtypéw HCV oraz
mozliwo$¢ potencjalnego opracowania biwalentnej szczepionki przeciw HCV/HBV (praca 1).
Bardzo ciekawe wnioski z pracy 2 dotycza roéznic w poziomach neutralizacji przez
przeciwciala sHbsAg zawierajacy epitop 421-425, oraz identyfikacja epitopu I (rejonu 412-
423 go E2 HCV) jako najlepszego kandydata do rozwoju szczepionek przeciw HCV. Praca



trzecia jest kontynuacja powyzszych badan 1 opisuje charakterystyke przeciwciat
wzbudzonych przez chimeryczne VLP z przesunigtym miejscem glikozylacji — czyli dla
mechanizmu potencjalnej ucieczki immunologicznej HCV. Badania te daly podstawe dla
wniosku na temat konieczno$ci opracowania takich antygenow szczepionkowych, ktore beda
wzbudzaly odpowiedz humoralng przeciwko glikoproteinom HCV zawierajacym wiele

wariantow glikozylacji biatek otoczki.
Podsumowanie

Przedstawiona na podstawie cyklu opublikowanych manuskryptow praca doktorska mgr
Anny Czarnoty jest praca o bardzo wysokiej wartosci merytorycznej i wdrozeniowej, na co
wskazuje fakt publikacji wynikow w czasopismach o wysokiej renomie mi¢dzynarodowe;.
Warto$¢ badawcza moze przetozy¢ si¢ na praktyke kliniczng i potencjalne opracowanie
nowych szczepionek przeciw wirusowi o zasiggu globalnym. Oceniam przedstawiony cykl
jako wysoko wartosciowy, a prace bedace opracowaniami z zakresu nauk podstawowych
o0 mozliwym zastosowaniu praktycznym, za co nalezy si¢ najwyzsze uznanie. W zwigzku
Z powyzszym zwracam si¢ z uprzejma prosba do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr. Anny Czarnoty w zwigzku z opracowaniem
pracy doktorskiej pod tytulem "Chimeryczne wirusopodobne czgsteczki HBV-HCV jako
potencjalna szczepionka przeciwko wirusowemu zapaleniu wgtroby typu C" do dalszych
etapow przewodu doktorskiego oraz wnioskuje o nadanie jej najwyzszego przewidzianego
regulaminem Uczelni wyr6znienia (summa cum laude), na ktore ta praca z pewnoscia

zashuguje.
Uzasadnienie wyro6znienia pracy doktorskiej

Elementy rozprawy stanowigce o jej wyrdzniajacym charakterze to badania naukowe nad
produkcja sHBSAg VLP w modelu L. tarentolae (metoda nowatorska), innowacyjne badania
dotyczace odpowiedzi immunologicznej dla bialek HBsAg zawierajacych zmodyfikowang
sekwencj¢ aminokwasow glikoproteiny E2 w rejonie 412-425 oraz identyfikacji epitopow o
najwyzszym potencjale dla dalszego opracowania szczepionek. Dodatkowo wyr6zniajacymi
badaniami sg opracowania zmiennosci odpowiedzi immunologicznej 1 wigzania surowic w
przypadku zmian miejsc glikozylacji glikoprotein E1E2 — wskazujace na konieczno$¢
zastosowania zroznicowanych glikozylacyjnie antygendéw w przypadku potencjalnej

produkcji szczepionek przeciw HCV.



Rozprawa zostalta rowniez w calosci opublikowana w prestizowych czasopismach

naukowych, a Doktorantka jest pierwszym autorem we wszystkich publikacjach.
Recenzent deklaruje brak konfliktu interesow w zwiqzku z oceniana pracq doktorskg.
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Prof. dr hab. n. med.

Milosz Parczewski



