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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Czarnoty zatytulowanej ,,Chimeryczne,
wirusopodobne czqsteczki HBV-HCV jako potencjalna szczepionka przeciwko wirusowemu
zapaleniu wqtroby typu C”

Recenzowana rozprawa zostala przygotowana w Zaktadzie Biologii Molekularnej Wiruséw
Miegdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed pod naukowym kierunkiem Pafi prof.
dr hab. Krystyny Bientkowskiej-Szewczyk i dr Katarzyny Grzyb.

Projekt doktorski Pani Anny Czarnoty dotyczyl opracowania szczepionki zapobiegajgcej
zakazeniu wirusem zapalenia watroby typu C (HCV), stanowigcemu jedno z najwiekszych zagrozen
epidemiologicznych w skali globalnej. Wigkszo$¢ zakazen HCV przechodzi w faze chroniczng, ktéra
czgsto ze wzgledu na brak specyficznych objawow nie jest diagnozowana i moze prowadzi¢ do
marskosci watroby oraz rozwoju raka watrobowo-komorkowego (HCC, hepatocellular carcinoma).
Intensywna praca wielu o$rodkéw naukowych i firm

Mimo, Ze uplyneto ponad 30 lat od zidentyfikowania tego groZnego patogenu, nie opracowano
dotychczas szczepionki profilaktycznej, co jest spowodowane duzym zréznicowania i zmiennoscia
genetyczng wirusa. Dostgpna jest terapia z wykorzystaniem lekow o bezposrednim dzialaniu
przeciwwirusowym (direct-acting antivirals, DAA). Zalety terapii jest duza skuteczno$é, ale jej
stosowanie zwigzane jest z pojawianiem si¢ lekoopornych wariantow wirusa, a wyleczenie nie
gwarantuje trwalej odpornosci. Dodatkowo wysoki koszt terapii DAA jest czynnikiem ograniczajacym
powszechnosé jej stosowania. Majgc to na uwadze nalezy wysoko ocenié trafnosé¢ i aktualnosci
wyboru tematyki projektu doktorskiego Pani Anny Czarnoty, poniewaz szczepienia profilaktyczne sg
najskuteczniejszg i oplacalna pod wzgledem ekonomicznym metodg profilaktyki choréb zakaznych.

Celem projektu doktorskiego bylo opracowanie potencjalnych szczepionek, w ktérych jako
immunogeny sg wykorzystywane silnie konserwowane epitopy pochodzace z glikoproteiny E2 HCV,
odgrywajgce kluczows rol¢ w procesie wnikania wirusa do komorki i bedace celem dla przeciwciat
neutralizujgcych. Zaproponowana strategia zakladala wykorzystanie jako nosnika wybranych
epitopéw antygenowych wirusa HCV dobrze scharakteryzowanego pod wzgledem strukturalnym i
immunogennosci rekombinowanego biatka powierzchniowego wirusa zapalenia watroby typu B
(sHBsAg), ktore samorzutnie tworzy nanostruktury wirusopodobne. Takie podejscie jest zgodne z
tendencjami wspolczesnej wakcynologii, ktéra propaguje szczepionki oparte na niezakaznych
rekombinowanych czastkach wirusopodobnych (VLP) otrzymywanych w bezpiecznych i
wystandaryzowanych warunkach ekspresji heterologicznej. Ogromng zaletg szczepionek VLP jest ich
zdolno$¢ do uruchamiania zaréwno humoralnej jak i komérkowej odpowiedzi immunologicznej, ktora
czyni te czgstki uniwersalnymi kandydatami na szczepionki nowej generacji. Obecnie na $wiecie jest
dopuszczonych do uzycia kilka preparatow tego typu. Ostatnim, zarejestrowanym w ubiegtym roku w
Kanadzie, jest otrzymywana w roélinach szczepionka przeciw COVID-19, zawierajaca biatko S wirusa
SARS-CoV-2 w postaci VLP.

Rozprawa doktorska Pani Anny Czarnoty zostata przygotowana w formie zbioru trzech
powigzanych tematycznie oryginalnych prac opublikowanych w renomowanych, specjalistycznych
czasopismach naukowych z listy JCR. Prace ukazaly si¢ w Microbial cell factories (IF 4.063) w 2016
r., w Vaccines (IF 4.961) w 2020 r. oraz w Microbiology Spectrum (IF 7.171) w 2023 r. Doktorantka
jest pierwsza autorka we wszystkich pracach. Wkiad Pani Anny Czarnoty w ich powstaniu byt
wiodacy. Dotyczyl udzialu w opracowywaniu koncepcji badan, wykonywaniu czesci
eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu.
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Doktorantka wykazata si¢ réwniez aktywnoscig w pozyskiwaniu funduszy na badania, ktére byly
czgsciowo finansowane przez grant Preludium w ramach konkursu NCN. Fakt ten $wiadczy o
samodzielnosci Kandydatki i zastuguje na duze uznanie.

Tytul rozprawy dobrze odzwierciedla zawarta w niej tres¢. Napisane w jezyku polskim
opracowanie ma poprawny uklad, na ktéry sktadaja sie: Wykaz skrétéw; Streszczenia w jezyku polskim
i angielskim; Wstep, Wykaz cytowanej literatury; Cele badanh; Oméwienie uzyskanych wynikéw badan;
Wnioski koricowe; Osiggnigcia naukowe oraz dwa Zalgczniki. Jeden zawierajacy pelna wersje
publikacji skladajacych si¢ na rozprawe doktorska oraz drugi z o$wiadczeniami Doktorantki i
wspolautoréw publikacji, okreslajace ich indywidualny wktad w powstanie prac.

Zawarty na 25 stronach Wstep stanowi kompetentne wprowadzenie w tematyke rozprawy.
Autorka przedstawila w rozdziale dane literaturowe dotyczace odpowiedzi komoérkowej oraz
humoralnej uktadu immunologicznego w przebiegu zakazen HCV z uwzglednieniem mechanizméw
zaangazowanych w unikanie przez wirusa odpowiedzi immunologicznej zakazonego organizmu.
Przedstawila réwniez wyniki badan nad szczepionkg przeciwko HCV, prowadzonych w réznych
osrodkach naukowych i firmach farmaceutycznych. Informacje te stanowily racjonalna podstawe
opracowania strategii konstrukcji potencjalnej szczepionki przeciwko HCV. Wprowadzenie
teoretyczne zostato zilustrowane jedng tabela i pigcioma starannie opracowanymi ilustracjami.
Cytowane we Wstgpie prace zrodlowe zostaly odpowiednio dobrane, co $wiadczy o dobrym
przygotowaniu teoretycznym Pani Anny Czarnoty do realizowanych badan.

Cele badan Doktorantka przedstawita w postaci precyzyjnie sformutowanych punktéw oraz
Ryciny obrazujgcej w estetycznej formie konstrukcje chimerycznych czastek sHBsAg.

Liczacy 15 stron rozdziat Omdwienie opublikowanych prac zawiera opracowane w
syntetycznej formie logicznie skonstruowane opisy wynikoéw badan prezentowanych w kazdej z
publikacji, oraz klarownie sformulowane na ich podstawie wnioski.

Whnioski koncowe z przeprowadzonych badan zostaly sformulowane w postaci zwiezlych
stwierdzen, ktére znajdujg poparcie w wynikach prezentowanych w publikacjach.

Rozprawa jest bardzo starannie przygotowana zaréwno pod wzgledem merytorycznym jak i
redakcyjnym. Sugerowatabym jedynie stosowanie sformutowania ,,produkcja” w miejsce ,,ekspresja
biatka” oraz konsekwentnie ,,czastki” (nie czgsteczki) wirusopodobne.

Pani Anna Czarnota zrealizowala z sukcesem ambitne cele projektu doktorskiego
wykorzystujac réznorodne techniki z zakresu biologii molekularnej, nadprodukcji i oczyszczania
biatek rekombinowanych, biochemiczne i przede wszystkim zaawansowane metody immunologiczne.
SW1adczy to o duzych umiejetnosciach praktycznych Kandydatki.

Celem pracy Immunogenicity of Leishmania-derived hepatitis B small surface antigen
particles exposing highly conserved E2 epitope of hepatitis C virus (Microbial cell factories, 2016)
bylo otrzymanie oraz zbadanie immunogennosci VLP opartych na biatku sHBsAg, prezentujacych na
swojej powierzchni silnie konserwowany epitop I glikoproteiny E2 wirusa HCV. Innowacyjnym
aspektem pracy bylo otrzymanie rekombinowanego biatka w systemie ekspresyjnym opartym na
pierwotniaku Leishmania tarentolae. Uklad ten zapewnia wzor glikozylacji zblizony do
wystgpujgcego w komorkach ssaczych, co ma kluczowe znaczenie dla immunogennosdci
produkowanych biatek. Doktorantka otrzymata prawidlowo zlozone VLP, ktére byly N-
glikozylowane. Chimeryczne czastki byly silnie immunogenne i wykazywaty zdolno$é do indukcji
przeciwcial o reaktywnosci krzyzowej. Co istotne wstawienie epitopu nie zmienilo wlasciwosci
immunizacyjnych biatka no$nikowego, szczepienie myszy preparatem chimerycznych czastek
wzbudzito swoistg odpowiedz komoérkows oraz humoralng przeciwko biatku sHBsAg.

Ze wzgledu na wysoka wydajnosé i niski koszt produkcji chimerycznych VLP sHBsAg system
L. tarentolae stanowi korzystna alternatywe dla uzycia komorek ssaczych do produkcji na duza skale
glikozylowanych VLP do celéw farmaceutycznych. Moim zdaniem, poza wzgledami ekonomicznymi,
mozliwo$¢ otrzymania szczepionki w systemie L. tarentolae moze mieé réwniez istotne znaczenie ze
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wzgladu ma fakt, ze czg$¢ os6b, odmawia przyjmowania preparatéw produkowanych z
wykorzystaniem linii ludzkich komérek embrionalnych z powodéw etycznych

Praca ,,Specific Antibodies Induced by Immunization with Hepatitis B Virus-Like Particles
Carrying Hepatitis C Virus Envelope Glycoprotein 2 Epitopes Show Differential Neutralization
Efficiency” (Vaccines, 2020) zostala po$wiecona badaniu immunogennosci chimerycznych VLP
sHBsAg niosgcych cztery wyselekcjonowane epitopy glikoproteiny E2 o silnie konserwowanej
sekwencji, wigczane do struktury czastki pojedynczo lub jako kombinacja dwéch. Badania wykonane
we wspétpracy z zespolem z Uniwersytetu w Kopenhadze wykazaly, ze jedynie chimeryczne czastki
prezentujace epitop I (412-425) indukowaly powstanie przeciwcial neutralizujacych in vitro wirusy
HCV  pochodzace z réznych genotypéw krazacych, populacji ludzkiej. Wyniki testow
neutralizacyjnych wskazywaty na znaczenie przeciwcial konformacyjnych skierowanych przeciwko
pozostalym uzytym epitopom, dla skutecznosci neutralizacji wirusa.

W pracy ,,The effect of glycan shift on antibodies against Hepatitis C Virus E2 412-425 epitope
elicited by chimeric sHBsAg based virus-like particles” (Microbiology Spectrum, 2023) badano
mozliwo$ci opracowania antygenu pozwalajacego na przezwyciezenie mechanizméw ucieczki wirusa
przed ukladem immunologicznym, zwiazanych ze zjawiskiem przesunigcia glikanéw w obrebie
epitopu I glikoproteiny E2. W tym celu Doktorantka otrzymata chimeryczne VLP niosace epitop I z
przesunigtym miejscem glikozylacji z N417 do pozycji N415. Wykazano, ze przeciwciata wywotane
przez VLP oparte na sHBsAg, prezentujacych dwa warianty epitopu I, byly ukierunkowane na dwa
rozne warianty glikozylacji heterodimeru glikoprotein E1E2 HCV. Prezentowane w artykule wyniki
kompleksowe;j charakterystyki indukowanych przeciwcial sugerujg, ze ze wzgledu na elastycznosé
konformacyjng glikoproteiny E2 i epitopu L, przyszle antygeny szczepionkowe powinny indukowaé
przeciwciala ukierunkowane na wigcej niz jeden wariant glikozylacji i konformaciji epitopu L.

Podsumowujac Doktorantka wykazata, ze epitop I pochodzacy z glikoproteiny E2 jest
najbardziej obiecujagcym celem dla racjonalnie zaprojektowanej szczepionki przeciwko HCV.
Produkowane z duzg wydajnoscia w systemie L. tarentolae chimeryczne czastki oparte na biatku
sHBsAg prezentujace na swojej powierzchni epitop I glikoproteiny E2 HCV sg silnie immunogenne i
wzbudzajg przeciwciata neutralizujgce wirusy pochodzace z réznych genotypéw HCV. Poniewaz
biatko sHBsAg zachowuje swojs immunogenno$¢ i wzbudza silng, swoista odpowiedz zaréwno
humoralng jak i komoérkows chimeryczne czasteczki HBV-HCV potencjalnie moga by¢ uzyte jako
biwalentna szczepionka przeciwko HCV i HBV.

Lektura rozprawy nasuneta mi kilka pytan. Prositabym Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do
nich podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej.
Chciatabym si¢ dowidzie¢ jaki byt stopiefi homogennoscei preparatéw VLP oczyszczonych metoda
ultrawirowania.
Czy badano stabilno$¢ temperaturowa chimerycznych VLP modyfikowanych przez wstawienie
epitopu L. To znaczy, czy podobnie jak komercyjna szczepionka ENGERIX B, sg stabilne podczas
przechowywania w temperaturze 2°C — 8°C?
Zgodnie z wnioskami z prezentowanych badan ,,w przysztosci konieczne bedzie opracowanie antygenu
lub kombinacji antygenéw prezentujqcych epitop 1w optymalnej konformacji”. Poprosze Doktorantke
o spekulacje ile wariantow chimerycznych VLP powinna zawieraé skuteczna pan-genotypowa
szczepionka przeciw HCV.
Dane literaturowe wskazujg, ze ,,idealna” szczepionka przeciw HCV powinna wywolywaé dwojaka
odpowiedz immunologiczng organizmu - komérkowa i humoralng. Czy s3 planowane, lub byly juz
podejmowane w Zespole proby otrzymania VLP niosgcych epitopy odpowiedzialne za indukcje
odpowiedzi limfocytow T?

Na zakoficzenie cheiatam zwréci¢ uwage, ze Doktorantka jest rtéwniez wspétautorka 5 innych
prac opublikowanych w latach 2016 — 2022, jeden z artykuléw dotyczy bezposrednio tematyki
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projektu doktorskiego. Ponadto Pani Czarnota jest wspoéttworczynia dwéch patentéw przyznanych
przez Europejski Urzad Patentowy oraz jednego patentu przyznanego przez Urzad Patentowy
Rzeczypospolitej Polskiej oraz dwoéch zgloszen do Urzedu Patentowego RP. Wyrdzniajaca sie
aktywno$¢ Kandydatki wymownie $wiadczy o Jej potencjale do dalszego rozwoju naukowego.

Podsumowujgc, wysoko oceniam wartos¢ naukowa recenzowanej rozprawy oraz jej potencijat
aplikacyjny. Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani
mgr Anny Czarnoty zatytulowana ,,Chimeryczne, wirusopodobne czgsteczki HBV-HCV jako
potencjalna szczepionka przeciwko wirusowemu zapaleniu wqtroby typu C” spelnia wymagania
okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pézn. zmianami) stawiane rozprawom
doktorskim na stopien doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne. W zwiazku z tym wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Anny Czarnoty do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie majgc na uwadze fakt, ze wyniki realizacji projektu doktorskiego Pani mgr Anny
Czarnoty zostaly opublikowane w prestizowych, recenzowanych czasopismach naukowych i sa
przedmiotem przyznanych patentéw, wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy.

Warszawa, dnia 31 marca 2023 r.

£ Dellyilee

Dr hab. Ewa Szolaj ;la

Srodowiskowa Pracownia Hodowli Komérkowych
i Produkcji Biatek

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI www.ibb.edu.pl secretariate@ibb.waw.pil
POLSKIEJ AKADEMII NAUK Tel.: +48 22 592 21 45, Faks: +48 22 592 21 90
ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa, Polska NIP: 5261039742, REGON: 000325819

Strona4z4




