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1 Imie i nazwisko

Katarzyna Grzyb

2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

29.06.2007 Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii - Uniwersytet Gdan-
ski, Instytut Biologii. Tytul rozprawy: ,Identyfikacja i wtasciwosci
wzoenzymow kinazy kreatynowej z plemnikow 1 muiesni szkieletowych
Sledzia (Clupea harengus)”. Promotor pracy: prof. dr hab. Edward
Skorkowski.

09.10.2001 Magister biologii w zakresie biologii molekularnej — Uniwersytet
Gdarnski, Wydzial Biologii, Geografii i Oceanologii.

3 Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

luty 2018 — Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed, Zaktad Biolo-
obecnie gii Molekularnej Wirusow, Gdansk

— Adiunkt — etat projektowy

— Kierowniczka projektow NCN: OPUS 14, OPUS 21

— Obszar badan: Badania nad opracowaniem szczepionki prze-
ciwko wirusowi zapalenia watroby typu C (HCV) oraz uniwer-
salnej szczepionki przeciwko SARS-CoV-2.

luty 2013 — Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed, Zaktad Biolo-
grudzien 2016 gii Molekularnej Wiruséw, Gdansk

— Adiunkt — etat projektowy
— Kierowniczka projektéw NCBiR: LIDER oraz NCN: SONATA 3

— Obszar badan: Badania nad opracowaniem szczepionki prze-
ciwko wirusowi zapalenia watroby typu C (HCV).

grudzieni 2010 Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-GUMed, Zaktad Biolo-
— luty 2012 gii Molekularnej Wirusow, Gdansk

— Specjalistka — etat projektowy w ramach projektu ,New preven-
tative and therapeutic Hepatits C vaccines: from pre-clinical to
phase 17

— Obszar badan: Wprowadzenie nowych metod w badaniu cyklu
zyciowego wirusa zapalenia watroby typu C (HCV).
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marzec 2009 — CEINGE-Biotechnologie Avanzate, laboratorium firmy Okairos (obec-
wrzesienn 2010 nie ReiThera), Wlochy

— 18-miesieczne stypendium podoktorskie Marie-Curie w ramach
projektu , Entry inhibitors for the treatment of hepatitis C virus
infection”, 6 PR UE

— Obszar badan: Przeciwciata przeciwko receptorowi SR-B1 jako
skuteczna immunoterapia w leczeniu przewleklego wirusowego
zapalenia watroby typu C.

4 Omodwienie osiggnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 .
poz. 478 z p6zn. zm.).

4.1 Tytut gtébwnego osiggniecia naukowego

W kierunku skutecznej szczepionki przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu C: po-
dejscia oparte na rekombinowanych glikoproteinach, czastkach wirusopodobnych i DNA
typu ,,minicircle”.

4.2 Cykl publikacji wchodzacy w skfad gtéwnego osiggniecia naukowego

Glowne osiagniecia przedstawione do oceny zawarte sa w cyklu pieciu powiazanych tema-
tycznie publikacji, ktore zostaly opublikowane po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
oraz po odbyciu 18-miesiecznego stazu podoktorskiego w Neapolu. Wszystkie artykuty
zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR (Journal Citation Reports). We wszyst-
kich pracach petnie funkcje autora korespondujgcego a w jednej z nich dodatkowo autora
pierwszego.

Publikacja 1
Grzyb, K*., Czarnota, A., Brzozowska, A., Cieslik, A., Rabalski, L., Tyborowska, J.,

Bienkowska-Szewczyk, K. (2016). Immunogenicity and functional characterization of
Leishmania-derived hepatitis C virus envelope glycoprotein complex. Scientific Re-
ports, 6, 30627, doi:10.1038 /srep30627

*autor korespondujgcy

[IFZOlG = 4,25, IFS-letni - 4,3, MEiNQOl6 - 40, MEiN2025 - 140, liczba CytOW&fl - 10 (WOS)]

Moy wktad w powstanie tej pracy obeymowat: opracowanie koncepcyi badan i sformuto-
wanie hipotez badawczych, rekrutacje v wyszkolenie zespotu projektowego, nadzor naukowy
nad zespotem projektowym, opracowanie metodologit badawczej, prace eksperymentalne
(wdrozenie nowego systemu ekspresji biatek Leishmania tarentolae w laboratorium, eks-
presja heterodimeru HCV E1E2 oraz jego charakterystyka, oczyszczanie E1E2, przygoto-
wanie probek do immunizacyi zwierzat, opracowanie schematu szczepien, a takze analiza
odpowiedzi humoralnej), uzyskanie zgody Lokalnej Komisji Etycznej na badania na zwie-
rzetach, analize 1 wizualizacje danych, interpretacje wynikow, przygotowanie pierwszej
wersji manuskryptu, wystanie manuskryptu do czasopisma, korespondencje z redaktorem,
wprowadzenie zmian w manuskrypcie sugerowanych przez recenzentow, przygotowanie od-
powiedzi na recenzje, administracje projektow, pozyskanie finansowania na badania w po-
staci grantow, w ktorych petnitam role kierownika LIDER i SONATA 3.


https://doi.org/10.1038/srep30627
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Publikacja 2

Czarnota, A., Tyborowska, J., Peszynska-Sularz, G., Gromadzka, B., Bierikowska-Szewczyk,
K., Grzyb, K*. (2016). Immunogenicity of Leishmania-derived hepatitis B small surface
antigen particles exposing highly conserved E2 epitope of hepatitis C virus. Microbial
Cell Factories, 15, 62, doi:10.1186/s12934-016-0460-4

*autor korespondujgcy

[IF2016 - 3,68, IF5—letni - 6,1, MEiN2016 - 40, MEiN2025 - 100, liczba CytOWH.ﬁ - 21 (WOS)}

Moy wktad w powstanie tej pracy obeymowat: opracowanie koncepcyi badan i sformuto-
wanie hipotez badawczych, rekrutacje 1 wyszkolenie zespotu projektowego, nadzor naukowy
nad zespotem projektowym (w tym doktorantkq, ktorej bytam promotorkq pomocniczq),
opracowanie metodologii badawczej, udzial w pracach eksperymentalnych (analiza odpo-
wiedzi komdrkowej ELISpot), uzyskanie zgody Lokalnej Komisji Etycznej na badania na
zunerzetach, udziat w analizie danych i interpretacyi wynikow, udziat w przygotowaniu
pierwszej wersji manuskryptu, wystanie manuskryptu do czasopisma, korespondencje z
redaktorem, udzial we wprowadzeniu zmian w manuskrypcie sugerowanych przez recen-
zentow oraz przygotowaniu odpowiedzi na recenzje, administracje projektow, pozyskanie
finansowania na badania w postaci grantow, w ktorych petnitam role kierownika LIDER

i SONATA 3.
Publikacja 3

Czarnota, A., Offersgaard, A., Pihl, A. F., Prentoe, J., Bukh, J., Gottwein, J. M.,
Bierikowska-Szewczyk, K., Grzyb, K*. (2020). Specific Antibodies Induced by Immuni-
zation with Hepatitis B Virus-Like Particles Carrying Hepatitis C Virus Envelope Gly-
coprotein 2 Epitopes Show Differential Neutralization Efficiency. Vaccines, 8(2), 294.
d0i:10.3390 /vaccines8020294

*autor korespondujgcy

[ TFa020 - 4,42; TFs 10t — 3,7; MEiNaga — 140; liczba cytowai — 20 (WoS) )

Moy wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udziat w opracowaniu koncepcji badan
i sformutowaniu hipotez badawczych, nadzér naukowy nad zespotem projektowym (w tym
doktorantkq, ktorej bytam promotorkq pomocniczq), udzial w analizie danych i interpre-
tacji wynikow, nawigzanie wspotpracy z naukowcami z Danii i korespondencje dotyczqcq
interpretacyi wynikow badan, udziat w przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu, wy-
stanie manuskryptu do czasopisma, korespondencje z redaktorem i wspotautorami z Danii
zwigzang z edycjg manuskryptu, udzial we wprowadzeniu zmian w manuskrypcie suge-
rowanych przez recenzentow oraz przygotowaniu odpowiedzi na recenzje, administracje
projektu, pozyskanie finansowania na badania w postaci grantu, w ktorym petnitam role

kierownika OPUS 14.
Publikacja 4

Czarnota, A*., Offersgaard, A., Owsianka, A., Alzua, G. P., Bukh, J., Gottwein, J. M.,
Patel, A. H., Bierikowska-Szewczyk, K., Grzyb, K*. (2023). 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, doi:10.1128 /spectrum.02546-22
*autor korespondujgcy

[IF2023 - 3,7, IFS—letni - 4,1, MEiNgogg - 100, liczba CytOW&fl -5 (WOS) }



https://doi.org/10.1186/s12934-016-0460-4
https://doi.org/10.3390/vaccines8020294
https://doi.org/10.1128/spectrum.02546-22
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Moy wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udziat w opracowaniu koncepcji badarn 1
sformutowaniu hipotez badawczych, nadzér navkowy nad zespotem projektowym (w tym
doktorantkq, ktorej bytam promotorkq pomocniczq), udzial w analizie danych i interpre-
tacji wynikow, nawigzanie wspotpracy z naukowcami z Danit + Wielkiej Brytanii oraz
korespondencje dotyczqcq interpretacyi wynikow badan, udziat w przygotowaniu pierwszej
wersji manuskryptu, korespondencje z wspotautoramsi z Danii © Wielkiej Brytanii zwigzang
z edycjg manuskryptu, udziat we wprowadzeniu zmian w manuskrypcie sugerowanych przez
recenzentow oraz przygotowaniu odpowiedzi na recenzje, administracje projektu, pozyska-
nie finansowania na badania w postaci grantu, w ktorym petnitam role kierownika OPUS

14.

Publikacja 5

Czarnota, A., Raszplewicz, A., Stawinska, A., Bienkowska-Szewczyk, K., Grzyb, K*.
Minicircle-based vaccine induces potent T-cell and antibody responses against hepatitis

C virus. (2024). Scientific Reports 14, 26698, doi:10.1038 /s41598-024-78049-3
*autor korespondujgcy

[IF2024 — 3,9; IF5 jetmi — 4,3; MEiNggoy — 140; liczba cytowar — 4 (WoS) ]

Mog wktad w powstanie tej pracy obejmowat: udzial w opracowaniu koncepcji badarn
i sformutowaniu hipotez badawczych, nadzor navkowy nad zespotem projektowym (w tym
magistrantkq, ktorej bytam promotorkq oraz doktorantkq, ktorej bytam promotorkg pomoc-
niczq), udziat w opracowaniu metodologii badawczej, udziat w pracach eksperymentalnych
(analiza odpowiedzi komdrkowej ELISpot), uzyskanie zgody Lokalnej Komisji Etycznej na
badania na zwierzetach, udziat w analizie danych, wizualizacyi © interpretacyi wynikow,
udzial w przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu, wystanie manuskryptu do czaso-
pisma, korespondencje z redaktorem, udzial we wprowadzeniu zmian w manuskrypcie su-
gerowanych przez recenzentow oraz przygotowaniu odpowiedzi na recenzje, administracje
projektu, pozyskanie finansowania na badania w postaci grantu, w ktorym petnitam role
kierownika OPUS 1}.

Dane bibliometryczne dla pieciu publikacji stanowiacych gtéwne osiagniecie habilitacyjne:

e Laczny Impact Factor (IF) publikacji zgodny z JCR w roku opublikowania: 19,95

e lLaczna liczba punktow MEIN wedtug wykazu obowiazujacego w roku opublikowa-
nia: 460

e Laczny 5-letni Impact Factor (IF) publikacji zgodny z JCR: 22,5

e Aktualna taczna liczba punktéw MEIN: 620

4.3 Omoéwienie celu naukowego i uzyskanych wynikéw gtéwnego osiagniecia ha-
bilitacyjnego

4.3.1 Wprowadzenie

Wirus zapalenia watroby typu C (z ang. hepatitis C virus - HCV') zostal odkryty w latach

80. XX wieku jako czynnik zakazny odpowiedzialny za przewleklte wirusowe zapalenie wa-

troby, ktore nie byto wywotane ani przez wirus zapalenia watroby typu A (HAV), ani typu
B (HBV). Prace Harveya Altera, Michaela Houghtona i Charlesa Rice’a doprowadzity do


https://doi.org/10.1038/s41598-024-78049-3
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pelnej identyfikacji wirusa i potwierdzity jego zdolnosci do wywotywania zakazen. Za to
przetomowe odkrycie trzej badacze otrzymali Nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii lub
medycyny w 2020 roku. Ich osiagniecia umozliwily opracowanie testow diagnostycznych
wykrywajacych zakazenie HCV, a w konsekwencji znaczaco zwiekszyly bezpieczenstwo
transfuzji krwi, poniewaz do transmisji wirusa dochodzi przede wszystkim droga krwio-
pochodna. To z kolei utorowato droge do rozwoju skutecznych lekow przeciwwirusowych
oraz badan nad szczepionka, ktoéra wcigz jest niedostepnal.

Mimo, ze odkrycie wirusa HCV i rozw6j metod diagnostycznych znaczaco przyczy-
nily sie do ograniczenia liczby nowych zakazen, wirus ten nadal stanowi powazny problem
medyczny. Na §wiecie zyje obecnie okoto 50 milionéw oséb zakazonych HCV. Najwiecej
infekcji wystepuje w krajach rozwijajacych sie, gdzie dostep do terapii antywirusowych
pozostaje ograniczony. Z drugiej strony takze w Stanach Zjednoczonych zaobserwowano
wzrost liczby zakazen HCV, szczegdlnie od okoto 2010 roku, w zwigzku z nasileniem epi-
demii opioidéw i zwiekszeniem czestodci iniekcyjnego uzywania narkotykéw?. Dodatkowo,
niepokoj budzi niska wykrywalnosé infekcji oraz duza liczba niezdiagnozowanych, czesto
nieSwiadomych nosicieli wirusa. Wynika ona gléwnie z braku wyraznych objawow kli-
nicznych we wezesnej fazie infekeji. Wedlug najnowszych danych poziom wykrywalnosci
zakazen HCV w Polsce nalezy do jednych z najnizszych w Europie i wynosi zaledwie
okoto 5%3. Jest to zwigzane m.in. z brakiem powszechnych badan przesiewowych wérod
grup wysokiego ryzyka, ktore moglyby by¢ wykonywane podczas rutynowych badan le-
karskich. Wezesne rozpoznanie zakazenia ma kluczowe znaczenie, poniewaz u okoto 75%
chorych ostra infekcja przechodzi w faze przewlekla, prowadzaca do powaznych uszko-
dzenn watroby, zwtoknienia, marskosci oraz raka watrobokomoérkowego. Dlatego, niele-
czona infekcja HCV w wielu przypadkach moze zakoriczy¢ sie $miercig. Pomimo odkrycia
wysoce skutecznych lekow przeciwwirusowych DAA (z ang. direct acting antivirals), kaz-
dego roku nadal odnotowuje sie okoto miliona nowych zakazeri HCV i okoto 242 tysiace
przypadkéw $miertelnych na §wiecie®*. W zwigzku z tym Swiatowa Organizacja Zdrowia
zakwalifikowata wirusa HCV do kluczowych patogenow, przeciwko ktérym konieczne jest
opracowanie skutecznej szczepionki oraz wdrozyla globalna strategie eliminacji choroby
wywolanej wirusem HCV, ktoérej celem jest zmniejszenie liczby nowych zakazern HCV o
90% oraz redukcja liczby zgonéw o 65% do 2030 roku®.

Poszukiwanie nowych terapii przeciwwirusowych przez diugi czas byto utrudnione
ze wzgledu na brak dogodnego modelu do badan cyklu zyciowego wirusa in vitro. Po-
wody, dla ktéorych HCV pochodzacy z surowicy pacjenta nie moze by¢ zaadoptowany
do hodowli w liniach komérkowych in wvitro nadal nie sa do korica znane. Mimo tego,
zastosowanie systemow zastepczych takich jak retrowirusowe pseudoczasteczki (HCVpp)
oraz replikony pozwolito na studiowanie mechanizméw wnikania wirusa do komorki oraz
cyklu replikacyjnego®”. Dopiero w 2005 roku kilku zespotom udalo si¢ uzyskaé czastki
infekcyjne wirusa HCV w ludzkiej linii komérek nowotworowych Huh78. System zostal
nazwany w skrocie HCVce (z ang. cell culture-derived HC'V') i pozwolil na przeprowa-
dzanie testow neutralizacji wirusa oraz badania poszczegdlnych etapow cyklu zyciowego
wirusa. Stosujac powyzsze modele badawcze w dos¢ krotkim okresie nastapit ogromny
postep w badaniach mechanizméw oddziatywan wirusa z komorka gospodarza. Powstaty
przede wszystkim nowe leki DAA i strategie terapii celujace bezposrednio w biatka wiru-
sowe zaangazowane w rozne etapy cyklu zyciowego wirusa. Przed pojawieniem sie DAA
dla zakazonych pacjentéw dostepna byta tylko terapia oparta na interferonie i rybawirynie
obarczona niska skutecznoscia i czestymi skutkami ubocznymi®.

Nalezy podkresli¢ fakt, ze HCV charakteryzuje sie bardzo waska specyficznoscia ga-
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tunkowa, zakaza tylko ludzi i szympansy. Brak modeli zwierzecych dla zakazern HCV jest
wazng przeszkoda w prowadzeniu badan nad szczepionka przeciwko HCV. Choé¢ szym-
pansy jako jedyny naturalny model zwierzecy dla HCV odegraty kluczowa role w odkryciu
i charakterystyce wirusa w latach 70. i 80. XX wieku, obecnie badania z ich udziatem
sg zabronione z powodu ograniczen etycznych. Aktualnie do badan in vivo najczesciej
stosuje sie chimeryczne myszy po ksenotransplantacji ludzkich hepatocytow!?. Myszy te
jednak nie maja aktywnego systemu immunologicznego, co ogranicza ich zastosowanie
w badaniach nad skutecznoscia szczepionek. Mimo tego, sg one niezwykle pomocne w
testowaniu nowych lekow przeciwwirusowych i przeciwcial majacych zastosowanie w im-
munoterapii. W 2011 po raz pierwszy zaproponowano immunokompetentny model mysi,
w ktorym ekspresja genoéw kodujacych ludzkie receptory wejscia dla HCV byta wystarcza-
jaca do zakazenia wirusem mysich komoérek watroby, jednak niski poziom replikacji wirusa
w transgenicznych myszach jest powaznym ograniczeniem w wykorzystaniu tego modelu
zwierzecego do rutynowych testow szczepionek na duzg skale'!. Niedawne odkrycie wi-
rusa zapalenia watroby u szczurow (RHV) dostarczyto cennego modelu do badan. Jednak
minusem jest to, ze wirusy te sa do$é¢ odlegle genetycznie od HCV i nie odzwierciedlaja
w pelni przebiegu zakazenia HCV u ludzi'?.

Brak modeli zwierzecych do badan do tego stopnia hamuje rozwdj szczepionek, ze
pojawity sie dyskusje w Srodowisku naukowym na temat wprowadzenia kontrolowanego
modelu zakazenia cztowieka. Dostep do wysoko skutecznych terapii DAA stwarza moz-
liwos¢ zaszczepienia zdrowych ochotnikow eksperymentalng szczepionka a nastepnie ich
kontrolowanego zakazenia dobrze scharakteryzowanym szczepem HCV w celu oceny sku-
tecznosci podanej szczepionki. Pomimo wielu zalet takiego rozwiazania, model kontrolo-
wanego zakazenia czlowieka budzi wiele obaw natury etycznej'®!4.

Wirus HCV charakteryzuje sie duza zmienno$cia genetyczna, ktora stanowi kolejng
wazng przeszkode w badaniach nad szczepionka. Do tej pory sklasyfikowano 8 gtéwnych
genotypow i ponad 100 podtypoéw wirusa, ktére wykazuja zréoznicowana dystrybucje geo-
graficzng oraz odmienna odpowiedZ na leczenie, co podkresla koniecznosé opracowania
szczepionki zapewniajacej szeroks, pan-genotypows ochrone!®.

Idealnym celem skutecznej szczepionki jest wywotanie odpornosci sterylizujacej, ma-
jacej na celu catkowita ochrone przed zakazeniem. W przypadku szczepionki przeciwko
HCV taki cel prawdopodobnie jest trudny do osiagniecia. Ze wzgledu na to, ze kliniczne
nastepstwa zakazenia HCV rozwijaja sie dopiero po wielu latach a nawet dekadach chro-
nicznej infekcji, zapobieganie przejscia zakazenia z postaci ostrej w postaé¢ przewlekla
przyniostoby znaczace korzysci kliniczne. Aby osiggnaé¢ ten cel, konieczne jest wywota-
nie ochronnej odpowiedzi immunologicznej — prawdopodobnie zaréwno humoralnej, jak i
komorkowej — zdolnej do eliminacji wirusa w ostrej fazie infekcjit®.

Obecny przeglad badan nad szczepionka przeciwko HCV obejmuje szeroka i dyna-
micznie rozwijajaca sie game kandydatow. Tradycyjne podejécia obejmuja wykorzysta-
nie inaktywowanych wiruséw, ktore indukuja silnag odpowiedz zaré6wno komoérkowa, jak
i humoralna!™*®. Bardziej nowoczesne podejscia obejmuja szczepionki podjednostkowe,
czastki wirusopodobne VLP (z ang. Virus-like particle), szczepionki oparte na kwasach
nukleinowych (DNA i RNA) oraz szczepionki wektorowe. Rekombinowane biatka ostonki
wirusa HCV, E1 i E2, ze wzgledu na to, ze sa wyeksponowane na powierzchni czasteczki
wirusowej maja zdolno$¢ do wywotania odpowiedzi humoralnej w postaci przeciwciat
neutralizujacych i s3 waznym celem w projektowaniu szczepionek®?. Na uwage zastu-
guje szczepionka oparta na heterodimerze E1E2, ktora osiaggneta pierwsza faze badan kli-
nicznych. Niestety, ze wzgledu na trudnosci z produkcja i oczyszczaniem E1E2 z wnetrza
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komorek ssaczych badania nie byty kontynuowane w drugiej fazie?*. Dodatkowo, gtéwnym
problemem szczepionek podjednostkowych opartych na E1E2 jest indukcja przeciwcial o
waskim spektrum dziatania. Analiza odpowiedzi immunologicznej przeciwcial po immu-
nizacji E1E2 z genotypu 1 wykazala ich niski potencjal neutralizujacy wobec wariantow
wirusa z genotypu 2 i 32123,

Z uwagi na wysokie tempo mutacji oraz znaczng zmiennos$¢ genetycznag HCV wiele
strategii opracowania szczepionki opiera sie na biatkach niestrukturalnych wirusa (NS),
ktore sg bardziej konserwowane i indukujg gltéwnie silng odpowiedz komérkowg?425. Jed-
nak ostatnie badania kliniczne fazy 1 i Il pokazuja, ze szczepionki oparte jedynie na
biatkach NS wirusa nie wykazaly skutecznosci ochronnej?®?”. Wyniki te podkreslaja ko-
nieczno$¢ opracowania nowych rozwigzan, ktéore beda jednoczesnie indukowaé zardéwno
silng odpowiedZ komoérkowsa, jak i humoralna w postaci neutralizujacych przeciwcial o
szerokim spektrum dziatania. Budowe wirusa HCV oraz biatka, ktore koduje ilustruje
Rycina 1.

AR 20 N vy v

c - E2 P7 ~ NS2 NS3 NS4A  NS4B NS5A NS5B

biatka strukturalne biatka niestrukturalne
¢ proteazy komérkowe

¢ proteazy wirusowe

Rycina 1: Schemat przedstawiajacy budowe czasteczki wirusa HCV oraz schemat biatek
wirusowych kodowanych przez genom HCV. Wirus HCV nalezy do grupy wiruséw oston-
kowych z rodziny Flaviviridae. Jego genom koduje jedna poliproteing, ktora jest cicta
przez wirusowe i komoérkowe proteazy. W wyniku ciecia poliproteiny powstaja trzy biatka
strukturalne: biatko rdzenia C, E1, E2 i siedem biatek niestrukturalnych: p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B. Utworzono za pomocag BioRender.com

Do dzis szczepionka komercyjna przeciwko HCV nadal nie jest dostepna. Mimo duzej
skutecznosci terapii lekowej DAA w przypadku zakazen prawie wszystkimi genotypami
wirusa powszechne jej stosowanie w wielu krajach swiata o niskim i §rednim dochodzie
jest ograniczone gtéwnie ze wzgledu na znaczace koszty terapii. Ponadto, pojawianie sie
mutantow HCV posiadajacych mutacje zwiazane z opornoscia na leki skutkuje niekiedy
niepowodzeniem zastosowanej terapii u czedci pacjentéw?®. Biorac pod uwage niski poziom
wykrywalnosci zakazen, powszechnie uwaza sie, ze profilaktyczna szczepionka mogtaby
znaczaco przyczyni¢ sie do zmniejszenia liczby zakazen i zgonéw bedacych wynikiem nie-
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leczonego zakazenia HCV?'®. Dlatego po odbyciu 18-miesiecznego stazu podoktorskiego
we Wtoszech i powrocie do kraju moje zainteresowania badawcze skupily sie na po-
szukiwaniu nowych kandydatéw na szczepionke przeciwko wirusowi HCV opartych na
rekombinowanym heterodimerze E1E2 (publikacja nr 1) oraz chimerycznych czastkach
wirusopodobnych (VLP) eksponujacych konserwowane epitopy glikoproteiny E2 wirusa
HCV (publikacje nr 2, 3 i 4). Powyzsze strategie szczepionkowe skupialy sie glownie na
wzbudzaniu skutecznej odpowiedzi humoralnej w postaci przeciwcial neutralizujacych.
Skuteczna szczepionka powinna rownocze$nie pobudzaé obie galezie adaptacyjnej odpo-
wiedzi immunologicznej nie tylko w postaci przeciwcial, ale i limfocytow T, dlatego w
dalszych etapach badan postanowitam zaprojektowaé szczepionke, ktéra angazowataby
dodatkowo odpowiedz komoérkowa przeciwko HCV. Do konstrukcji szczepionki zastoso-
watam wektory oparte na technologii ,minicircle DNA” bedace bezpieczniejsza alterna-
tywa w poréwnaniu do tradycyjnych plazmidéw bakteryjnych uzywanych do tej pory do
projektowania szczepionek bazujacych na DNA (publikacja nr 5).

4.3.2 Opracowanie nowych form heterodimeru E1E2 w komérkach Leishmania
tarentolae

Glikoproteiny ostonkowe E1 i E2 wirusa HCV oddzialuja z receptorami komorkowymi i
odgrywaja wazna role w wejéciu wirusa do komorki gospodarza. Funkcjonalng forma gli-
koprotein jest ich kompleks w postaci silnie glikozylowanego niekowalencyjnego heterodi-
meru E1E2. Sposrod dwoch glikoprotein ostonkowych kodowanych przez genom HCV, to
glikoproteina E2 jest gtéwnym celem dla przeciwciatl neutralizujacych wirusa. W zwiazku
z tym, wiele zespoléw badawczych prowadzi prace nad szczepionkami opartymi wytacz-
nie na biatku E2. Jednak wiele badani pokazuje, ze heterodimer E1E2 wzbudza silniejsza
ochronng odpowiedZ immunologiczng ze wzgledu na prezentowanie wiekszej ilosci zroézni-
cowanych epitopéw odpowiedzialnych za neutralizacje®.

Wysokoskalowa produkcja heterodimeru E1E2 do celow szczepionkowych stanowi wy-
zwanie, poniewaz jego wewnatrzkomorkowa lokalizacja w transfekowanych komorkach ssa-
czych zwieksza cytotoksycznosé, co wiaze sie z niska wydajnoscig produkcji. Problemem
jest rowniez skomplikowana procedura oczyszczania rekombinowanego E1E2 ze ztozonej
mieszaniny komoérkowej??. Dodatkowo wykazano, ze glikoproteina E2 zawiera az 11 miejsc
N-glikozylacji. Badania nad rolg N-glikanéw wskazuja na ich wazna funkcje w tworzeniu i
utrzymaniu prawidtowej konformacji heterodimeru oraz wnikaniu wirusa do komorki3*3!.
Do dzis trwaja intensywne badania nad strategiami utatwiajacymi otrzymanie i oczysz-
czanie E1E2, zachowujac przy tym natywna antygenowa strukture kompleksu bedaca
kluczem do wzbudzania przeciwcial o szerokim spektrum neutralizacji.

Badania rozpoczetam od poszukiwania alternatywnego systemu ekspresji rekombino-
wanego heterodimeru E1E2, gdyz ekspresja w komorkach ssaczych jest mato wydajna i
kosztowna, mimo tego iz pozwala na prawidtowe modyfikacje potranslacyjne biatek. Nie-
konwencjonalny system ekspresji rekombinowanych biatlek w pierwotniaku Leishmania
tarentolae wydawat sie obiecujaca platforma do otrzymywania biatek wirusowych, ktora
taczy homogenny, bardzo zblizony do ssakéw, proces N-glikozylacji z wysoka wydajno-
Scig otrzymywanych biatek. Unikalna zaletg systemu jest to, ze uzyskane w tym systemie
biatka cechuje N-glikozylacja typu ztozonego a nie wysoko-mannozowa, jak w przypadku
systemow wykorzystujacych drozdze czy bakulowirusy>2.

Ze wzgledu na brak doniesieri dotyczacych ekspresji wirusowych glikoprotein E1 i E2
w systemie Leishmania tarentolae zadatam sobie pytanie czy rzeczywiscie system ten
mogltby stanowié alternatywna metode uzyskania funkcjonalnego heterodimeru E1E2 do
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celow szczepionkowych. Na badania te uzyskalam grant w ramach programu SONATA
3 z Narodowego Centrum Nauki. Moje plany badawcze objety szczegétows charaktery-
styke biochemiczng oraz funkcjonalng otrzymanych biatek. Szczegblnie interesowata mnie
specyfika wigzania do receptorow komorkowych oraz zdolnosé do wzbudzenia specyficz-
nej przeciwwirusowej odpowiedzi immunologicznej. Wyniki z tej czesci badan zostaly
opublikowane w pierwszej publikacji wchodzacej w sktad cyklu. Schemat badan przepro-
wadzonych w ramach publikacji 1 przedstawia Rycina 2.

[ Ektodomena E1 ITMD E1 I Ektodomena E2 ][ TMD E2 [Strep-tag] ELEEQ%?;EJ'

Ektodomena E1 ][ Ektodomena E2 I His-tag ] E1E2 forma \\(/
skrécona
X ¥
Analiza odpowiedzi
humoralnej

Leishmania
wektor

Charakterystyka
rekombinowanych form
ETE2

Rycina 2: Schemat konstrukeji i produkeji rekombinowanych form E1E2 w komoérkach
Leishmania tarentolae. TMD — domena transmembranowa, SP — sekwencja sygnatowa
pochodzaca z L. mexicana utatwiajaca wyprowadzanie biatka do pozywki. Utworzono za
pomoca BioRender.com na podstawie publikacji Grzyb 7 in., 2016.

Prace rozpoczeltam od zaprojektowania dwoch konstruktow, heterodimeru E1E2 o
pelnej dtugosci oraz heterodimeru E1E2 w formie skroconej pozbawionej domen trans-
membranowych (TMD). Usuniecie TMD oraz dotaczenie sekwencji sygnatowej kierujacej
biatko na szlak sekrecji pozwolito na otrzymanie formy sekrecyjnej E1E2 oraz transport
rekombinowanego biatka do pozywki. Do ekspresji powyzszych biatek uzytam induko-
walnego wektora, co pozwolito na integracje sekwencji kodujacej rekombinowane biatka
do genomu Leishmanii oraz indukowalng ekspresje transgenu pod kontrolg operatora
tetracyklinowego. Do zaprojektowania antygenoéw zastosowatam sekwencje E1E2 pocho-
dzaca z genotypu la (szczep H77). Nastepnie przeprowadzilam analize biochemiczno-
funkcjonalna, gdzie biatka analizowalam poprzez immunofluorescencje oraz western-blot,
uzywajac specyficznych przeciwcial anty-E1 i anty-E2. Mikroskopia konfokalna potwier-
dzita ekspresje obu form kompleksu E1E2 w pierwotniaku. W komoérkach ssaczych pelnej
dhugosci heterodimer jest ciety przez specyficzng proteaze komoérkowa na dwa oddzielne
biatka E1 i E2, ktore skladaja sie ponownie w niekonwalencyjny heterodimer w reti-
kulum endoplazmatycznym. W moich badaniach wykazatam, ze heterodimer E1E2 po-
chodzacy z systemu Leishmania nie jest ciety efektywnie przez proteaze, co sugerowato
na brak specyficznej proteazy w komoérkach Leishmanii. Mimo tego, oba warianty E1E2

charakteryzowaly sie poprawng funkcjonalnoscia. Po pierwsze, dzieki udostepnieniu pa-
nelu ludzkich monoklanalnych przeciwciat (CBH-7, CBH-4G, CBH-4B, HC-1, HC-11)
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przez prof. Stevena Founga z Uniwersytetu Stanforda, w obu badanych formach E1E2
zlokalizowatam szereg konformacyjnych epitopéw kluczowych w zachowaniu ich prawi-
dtowej konformacji oraz odgrywajacych wazna role w neutralizacji wirusa. Po drugie,
wykazatam takze zdolno$é¢ obu wariantéw do oddziatywan z receptorem CD81 bedacym
gtownym receptorem wejscia wirusa do komorki gospodarza. Oba warianty E1E2 zostaty
z powodzeniem oczyszczone przy uzyciu chromatografii powinowactwa. Warto doda¢, ze
dotaczenie znacznika Strep-tag do pelnej dtugosci formy E1E2 pozwolito na bardzo efek-
tywne, jedno-etapowe oczyszczenie rekombinowanego biatka z ekstraktu komoérkowego.
Nastepnie oczyszczone formy E1E2 zostaly podane myszom BALB/c w obecnosci ad-
juwantu Addavax. Wyniki immunizacji okazaly si¢ bardzo obiecujace, gdyz po trzecim
podaniu antygenéw otrzymatam bardzo wysokie miana specyficznych przeciwciat.

Najwyzsza odpowiedZ immunologiczna zostata odnotowana przeciwko genotypowi 1la,
1b, 5 i 6 analizujac reakcje krzyzowe surowic z heterodimerami E1E2 pochodzacymi od
roznych genotypow i subtypow wirusa za pomoca testu ELISA. Najnizsza odpowiedz za-
obserwowatam wobec genotypu 2a i 3a. Wnioski z przeprowadzonych badarn pokrywaja sie
z danymi literaturowymi, odnoszac sie do profilu reaktywnosci przeciwcial po immunizacji
E1E2 pochodzacego z genotypu la w stosunku do innych genotypéw wirusa. Wezesdniej-
sze badania pokazuja, ze w wiekszo$ci przypadkéw immunizacja E1E2 z genotypu la
(szczep HTT), ktory zostal wyprodukowany w komorkach ssaczych, pobudza odpowiedz
przeciwcial o niskiej zdolnosci neutralizacji wobec genotypow 2 i 32172329, Uzyskane przez
nas wyniki reaktywnosci krzyzowej sa zgodne z tymi obserwacjami i potwierdzaja ograni-
czona reaktywnosé wobec genotypow 2a i 3a, w przeciwienstwie do genotypow la, 1b, 51
6. Niemniej jednak, pomimo ograniczonej reaktywnosci wobec E1E2 genotypu 2a w tescie
ELISA, obie grupy surowic byty zdolne do neutralizacji HCV pochodzacego z genotypu
2a in wvitro w hodowli komoérkowej, a wysokie miana surowic uzyskanych w wyniku im-
munizacji dwoma réznymi formami E1E2 stanowia z pewnoscig obiecujacy punkt wyjscia
do dalszych prac badawczych.

Powyzsze wyniki badan sugeruja w przysztosci potaczenie E1E2 z genotypu 1, 2 i
3 w jeden preparat szczepionkowy, ktory gwarantowatby uzyskanie petnej i uniwersalnej
odpowiedzi przeciwciat neutralizujacych celujacej we wszystkie genotypy wirusa. I rzeczy-
wiscie w pozniejszych latach zaproponowano szczepionke pieciowalentng skladajaca sie
z E1E2 pochodzacego z genotypu la, 1b, 2a, 3a i 6a, ktora efektywniej wzbudzata pan-
genotypowsa odpowiedZ przeciwcial w modelu mysim niz E1E2 w formie monowalentnej3?.
Podsumowujac, E1E2 wyprodukowany w komoérkach pierwotniaka wydaje sie ciekawg i
tansza opcja do produkcji antygenu szczepionkowego na wysoka skale w obliczu trudnosci
i kosztow zwiazanych z produkcja E1E2 w komoérkach ssaczych. Nasze badania oraz ba-
dania przeprowadzone przez inne grupy badawcze wskazujg na opracowanie mieszaniny
antygenéw K1E2 pochodzacych z réznych genotypoéw w celu zwiekszenia zakresu krzyzo-

wej neutralizacji co zwiekszytoby szanse opracowania skutecznej, uniwersalnej szczepionki
przeciwko HCV.

4.3.3 Opracowanie chimerycznych czastek wirusopodobnych HBV /HCV prezen-
tujacych konserwowane epitopy glikoproteiny E2 HCV

Duza zmiennos¢ i réznorodnoé$é¢ genetyczna wirusa, obejmujaca 8 gléwnych genotypow

oraz ponad 100 podtypow, ktore moga roézni¢ sie sekwencja nukleotydowa nawet o 30-

40% jest jedna z najwiekszych przeszkéd w opracowaniu skutecznej szczepionkil®. Dla-

tego obiecujacym trendem w projektowaniu efektywnego preparatu szczepionkowego o

szerokim spektrum neutralizacji jest ukierunkowanie na silnie konserwowane rejony w



Autoreferat | Katarzyna Grzyb 11

glikoproteinie E2, co moze gwarantowa¢ uniwersalnos$¢ szczepionki. Jednym z takich re-
jonow jest epitop I, polozony w pozycji 412-423 w glikoproteinie E2, ktory jest celem
dla wielu przeciwcial neutralizujacych, w tym takze dla dobrze poznanego przeciwciata
monoklonalnego AP33, charakteryzujacego si¢ szerokim spektrum neutralizacji wobec
wiruséw pochodzacych z réznych genotypow>*3>. Aby wzbudzié¢ skuteczna odpowiedz
immunologiczng przeciwko epitopowi I postanowitam zaprezentowaé¢ go na matym biatku
powierzchniowym wirusa zapalenia watroby typu B (sHBsAg), ktore samoistnie tworzy
czastki wirusopodobne VLP3%37, VLP to struktury rekombinowanych biatek morfologicz-
nie bardzo podobne do naturalnych wirionéw. Ze wzgledu na strukturalne podobienistwo
do naturalnie wystepujacych wirionéw i brak materiatu genetycznego sa bezpieczne i wy-
soce immunogenne. Dzieki multimerycznej i przestrzennej strukturze bardzo skutecznie
aktywuja odpowiedZ humoralng oraz komoérkowa3®. Biatko sHBsAg oprocz tego, ze jest
stosowane na catym $wiecie jako komercyjna szczepionka przeciwko wirusowi HBV moze
mie¢ rowniez zastosowanie jako nosnik obcych antygenéw ze wzgledu na swoj duzy poten-
cjal immunogenny®®. Na charakterystyke i zastosowanie chimerycznych VLP HBV/HCV
prezentujacych epitop I, jako potencjalnej biwalentnej szczepionki przeciwko dwoém po-
waznym wirusom hepatropowym otrzymatam finansowanie w ramach projektu LIDER z
Narodowego Centrum Badan i Rozwoju w 2012 roku a opracowanie powyzszych VLP byto
gltownym zadaniem doktorantki Anny Czarnoty, ktorej bytam promotorks pomocniczg, -
zatrudnionej poczatkowo w ramach projektu jako wykonawczyni.

W drugiej publikacji z cyklu po raz pierwszy opisaliémy produkcje chimerycznych
VLP HBV/HCV opartych na biatku sHBsAg w systemie ekspresyjnym Leishmania ta-
rentolae. Prawidlowe tworzenie si¢ czastek wirusopodobnych prezentujacych epitop I na
powierzchni potwierdziliSmy technika immunobarwienia z uzyciem transmisyjnego mi-
kroskopu elektronowego, w ktorej uzyliémy monoklonalnych przeciwcial AP33 wigzacych
sie do epitopu I oraz przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych z nanoczasteczkami
ztota (Rycina 3). Technike immunobarwienia udato nam sie z sukcesem zastosowac dzieki
szkoleniu praktycznemu w Holandii w Wageningen, ktére odbylam wraz z doktorantka
w 2015 roku. W kolejnym etapie, przeprowadzone przez nas badania odpowiedzi immu-
nologicznej w modelu mysim wykazaly, ze chimeryczne VLP sa wysoce immunogenne
wzbudzajac zaréwno odpowiedz komoérkows przeciwko biatku sHBsAg, jak i humoralng
w postaci przeciwcial wigzacych syntetyczny peptyd odpowiadajacy sekwencji obejmuja-
cej aminokwasy 412-425 w glikoproteinie E2 oraz biatko nosnikowe sHBsAg pochodzenia
drozdzowego. Wykazanie odpowiedzi przeciwko biatku nosnikowemu sHBsAg byto klu-
czowe w opracowaniu biwalentnej szczepionki profilaktycznej przeciwko dwom wirusom
HBV i HCV a takze dowodem na to, ze wstawienie sekwencji epitopu I HCV w hydrofilowa
immunogenng petle biatka sHBsAg nie zaburzylo odpowiedzi przeciwcial skierowanych
przeciwko HBV.

Najnowsze badania strukturalne heterodimeru E1E2 dostarczyty cennych informacji
na temat mechanizméw wigzania wirusa z receptorami komoérkowymi oraz interakcji z
przeciwciatami. Umozliwity réwniez identyfikacje kilku miejsc antygenowych w glikopro-
teinie E2, w tym regionéw rozpoznawanych przez szeroko neutralizujace przeciwciala,
ktore moglyby odegra¢ kluczowa role w racjonalnym projektowaniu szczepionek. W wy-
niku przeprowadzonych badan strukturalnych zaproponowano tzw. powierzchnie neutra-
lizujaca biatka E2, obejmujaca aminokwasy w pozycjach 412-446 oraz 525-535, ktora
zawiera petle wiazaca receptor CD81 oraz kilka epitopéw neutralizujacych o charakterze
liniowym i konformacyjnym?°42.

Ze wzgledu na wysoka immunogennosé chimerycznych VLP HBV/HCV prezentuja-
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cych epitop I postanowiliSmy zaprojektowaé kolejne VLP eksponujace inne silnie kon-
serwowane epitopy w obrebie sekwencji glikoproteiny E2, aby zaproponowaé szczepionke
celujaca w wiecej niz jeden epitop wirusa HCV. Celowanie w bardziej konserwowane epi-
topy w obrebie glikoproteiny E2 uznaje sie obecnie za najbardziej obiecujace podejscie w
opracowywaniu szczepionek ukierunkowanych na indukcje przeciwcial szeroko neutrali-
zujacych. Dlatego w koncepcji kolejnych badan uwzgledniliSmy oprocz epitopu I 412-425
takze rejony 434-446, 502-520 oraz 523-535 (Rycina 3A). Regiony te sa silnie konserwo-
wane w obrebie sekwencji glikoproteiny E2 i odgrywaja kluczowa role w oddziatywaniu
E2 z receptorem wejscia CD81 zlokalizowanym na powierzchni komoérki gospodarza. W
zwigzku z tym, moga stanowi¢ idealny cel dla przeciwcial neutralizujacych a wzbudzenie
odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko wielu konserwowanym rejonom jest
racjonalnym podejsciem w uzyskaniu uniwersalnej szczepionki.

A Sekwencje epitopéw glikoproteiny E2 i B
schematy konstruktéw VLP
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Rycina 3: Schemat konstrukeji chimerycznych VLP HBV/HCV. A — sekwencje epitopow
z glikoproteiny E2 wirusa HCV oraz schemat konstruktéw przedstawiajacy insercje epi-
topow HCV w sekwencje hydrofilowej petli matego biatka powierzchniowego wirusa HBV
(sHBsAg). Miejsce insercji oznaczone jest czarnymi strzatkami. B — schematyczne przed-
stawienie chimerycznej czastki VLP eksponujacej epitop HCV oraz zdjecia czastek wy-
konane podczas obserwacji z udziatem mikroskopu elektronowego. Dodatkowo po prawe;j
potwierdzenie ekspozycji epitopu 412-425 na powierzchni sHBsAg przy uzyciu techniki
immunobarwienia z przeciwciatami drugorzedowymi sprzezonymi z 6 nm czasteczkami
ztota. Na podstawie publikacji Czarnota 4 in., 2016 i 2020.

W trzeciej publikacji z cyklu, sekwencje kodujace powyzsze rejony zostaly wstawione
pojedynczo lub w kombinacjach do sekwencji biatka sHBsAg. Do produkeji VLP uzylismy
wczesniej opisanego systemu L. tarentolae a prawidlowe sktadanie sie czasteczek zostato
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potwierdzone w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (Rycina 3B). W celu zbada-
nia immunogenno$ci zaprojektowanych VLP zaszczepiliSmy osiem grup myszy BALB/c.
Po przeprowadzeniu kompletnego cyklu immunizacji, we wszystkich surowicach badanych
grup myszy potwierdziliSmy wysokie miana swoistych przeciwcial skierowanych przeciwko
peptydom odpowiadajacym sekwencjom epitopéw w obrebie glikoproteiny E2 prezento-
wanych na powierzchni poszczegélnych chimerycznych VLP. Zaobserwowalismy jednak
roznice w (1) reaktywnosci surowic z biatkiem no$nikowym sHBsAg, (2) w profilu wiaza-
nia surowic z heterodimerami E1E2 pochodzacymi z réznych genotypéw wirusa w warun-
kach redukujaco-denaturujacych i natywnych a takze w (3) profilu neutralizacji. Gtéwne
wnioski ptynace z przeprowadzonych badan wskazuja na to, ze VLP prezentujace na
swojej powierzchni jeden epitop wirusa HCV wydajnie pobudzaja odpowiedZ przeciwcial
przeciwko biatku no$nikowemu sHBsAg z wyjatkiem epitopu 434-446, ktéry mozliwe, ze
zmienia nieznacznie strukture petli hydrofilowej biatka sHBsAg i w konsekwencji VLP nio-
sace ten epitop traca zdolnosé do wzbudzania odpowiedzi przeciwko biatku nosnikowemu,
podobnie jak VLP prezentujace na swojej powierzchni podwdjne epitopy. Natomiast testy
ELISA wykazaty, ze do natywnych form E1E2 pochodzacych z réznych genotypow wirusa
byly w stanie zwiaza¢ sie przeciwciala wzbudzone tylko przez VLP prezentujace epitopy
412-425 1 523-535.

Bedac na konferencji w Dublinie nawigzalam wspotprace z prof. Judith Gottwein z
Uniwersytetu w Kopenhadze. Zesp6t prof. Gottwein dysponuje szerokim wachlarzem réz-
nych genotypéw wirusa oraz duzym doswiadczeniem z zakresu przeprowadzania testow
neutralizacji w badaniach nad szczepionka przeciwko HCV. W ramach wspotpracy posta-
nowilismy zbada¢ zdolnosci neutralizujace przeciwcial wzbudzonych przez VLP prezen-
tujace epitopy 412-425 oraz 523-535, gdyz tylko one wiagzaly sie do natywnych form E1E2
pochodzacych z réznych genotypoéw wirusa w tescie ELISA. Bardzo dobra neutralizacje
zaobserwowalismy jedynie w surowicach zwierzat immunizowanych VLP, ktore ekspono-
waly epitop 412-425. Najsilniejsza skuteczno$é¢ neutralizacji wykazaliSmy wobec wiruséw
z genotypow la, 1b, 4a oraz Ha. Z nizsza skutecznodcia przeciwciala neutralizowalty wirusy
pochodzace z genotypow 2a i 2b. Natomiast w przypadku wiruséw o genotypach 3a i 6a
zaobserwowaliSmy mniej niz 50% neutralizacji przy najwyzszym badanym stezeniu prze-
ciwcial. R6znice w poziomach neutralizacji poszczegélnych genotypéw przez przeciwciata
wzbudzone przez VLP sHBsAg 412-425 mimo podobnej sekwencji aminokwasowej re-
jonu 412-425 sugeruja wplyw zjawiska przystaniania epitopu, ktérego intensywnosé moze
sie r6zni¢ w obrebie genotypow w zaleznosci od réznic i zmian w sekwencji poza rejo-
nem 412-425, ktére mogg wptywaé na konformacje catego heterodimeru E1E2. Moze to
mie¢ wplyw na dostepnosé poszczegdlnych epitopoéw dla przeciwcial neutralizujacych w
obrebie réznych genotypoéw wirusa. Dodatkowo, nasze wyniki podkreslaja trudno$é w
uzyskaniu uniwersalnego antygenu nawet przy strategii celujacej w konserwowane rejony
glikoproteiny E2, ktérych dostepnosé moze byé rézna w zaleznosci od wariantu wirusa.
Podsumowujac, w prezentowanej pracy przeprowadzone badania w tym testy neutrali-
zacji potwierdzilty, ze epitop I jest najbardziej obiecujacym celem dla profilaktycznych
szczepionek.

Wirus HCV znany jest z wielu mechanizméw unikania odpowiedzi immunologiczne;j
gospodarza. Dzieki tym zdolnosciom jego infekcja moze przechodzi¢ w przewlekly stan
choroby. Strategie ucieczki wirusa przed odpowiedzig immunologiczng niezwykle utrud-
niaja projektowanie nowych kandydatéow na szczepionki. Ponadto, HCV potrafi wyse-
lekcjonowaé szereg wariantow, ktore sa nierozpoznawane przez uklad immunologiczny.
Odpowiedzialne za to sa gtéwnie hiperzmienne rejony w obrebie glikoproteiny E2, cze-
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sto okreslane jako ,immunologiczna przyneta’, ktore sa gtownym celem dla przeciwcial
neutralizujacych. Jednak przez to, ze charakteryzuja sie wysoka zmiennoscia pozwalaja
wirusowi na skuteczng ucieczke przed neutralizacja*®. Obie glikoproteiny wirusa, zaréwno
E1 jak i E2, sg silnie glikozylowane. Wiele prac wykazato tez zwiazek N-glikozylacji he-
terodimeru E1E2 z ucieczka wirusa przed odpowiedzia humoralna gospodarza poprzez
tworzenie tak zwanej ,tarczy glikanowej”, ktéra stanowi przeszkode w wigzaniu przeciw-
cial neutralizujacych w obrebie E1E24445,

Istotna jest takze inna forma ucieczki wirusa, zwiazana z przesunieciem miejsc N-
glikozylacji (z ang. glycan shift), ktora zostata opisana dla epitopu I (412-423). Epitop
I, bedacy celem licznych przeciwcial neutralizujacych, zawiera miejsce N-glikozylacji w
pozycji N417. Substytucje N417S/T moga przesunaé¢ glikozylacje z N417 na N415. Ta-
kie przesuniecie skutecznie maskuje rozpoznanie epitopu I przez przeciwciata neutralizu-
jace skierowane przeciwko glikoproteinie E2. Chociaz warianty HCV zawierajace mutacje
przesuniecia glikanu (N417S/T) wystepuja w populacji rzadko, ich obecnosé jest wyraznie
promowana w warunkach selekcyjnych, takich jak immunoterapia z uzyciem silnie neutra-
lizujacych przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko epitopowi 14246, Dlatego
w kontekscie szczepionek ukierunkowanych na konserwowany epitop [ istotne jest uwzgled-
nienie obu wariantéw glikozylacji oraz opracowanie antygenéw zdolnych do zablokowania
tej formy ucieczki wirusa.

W naszych dotychczasowych badaniach wykazaliSmy, ze czastki wirusopodobne oparte
na sHBsAg, prezentujace epitop I glikoproteiny E2 HCV, sa silnie immunogenne i indu-
kuja przeciwciala neutralizujace rézne genotypy wirusa. W zwiazku z tym, w czwartej
pracy z cyklu postanowiliSmy zaproponowaé¢ dodatkowy antygen takze w postaci VLP,
ktory wzbudzalby odpowiedZ przeciwciat réwniez przeciwko wariantom ucieczkowym
zwigzanym ze zjawiskiem przesuniecia glikanéw. Epitop I posiada miejsce N-glikozylacji
N417. Zmiana N417 na S417 lub T417 powoduje przesuniecie N-glikanu z pozycji N417 na
pozycje N415. Konstrukt sHBsAg N417S zostal zaprojektowany poprzez wprowadzenie
zmiany N417S do sekwencji epitopu HCV w VLP sHBsAg 412-425 eksponujacych epitop
412-425 typu dzikiego (Rycina 4). Czastki wirusopodobne (VLP) zawierajace epitop 412
425 typu dzikiego oraz z mutacja N417S zostaly wyprodukowane w systemie Leishmania
tarentolae. Do ich charakterystyki zastosowaliSmy przeciwcialo AP33, rozpoznajace epi-
top I typu dzikiego, charakteryzujace sie szerokim spektrum neutralizacji. Whbrew wcze-
$niejszym doniesieniom dotyczacym braku wiazania AP33 do kompleksu E1E2 z mutacja
N417S, wykazalismy, ze przeciwcialo to wiaze skutecznie zaréwno epitop 412-425:W'T,
jak i N417S prezentowany na powierzchni VLP, co najprawdopodobniej wynika z réznic
konformacyjnych zwiazanych z prezentacja epitopu w poréwnaniu do prezentacji tego
epitopu w natywnym heterodimerze E1E2. Wynik ten zostal potwierdzony réwniez w
ssaczym systemie ekspresji biatek (HEK293FreeStyle), wykluczajac wplyw specyficznej
dla Leishmanii N-glikozylacji.

Z kolei badania immunogennosci przeprowadzone w modelu mysim BALB/c wyka-
zaly, ze zardbwno VLP sHBsAg 412-425, jak i sHBsAg N417S sa immunogenne i indu-
kuja przeciwciata rozpoznajace sekwencje peptydéw obejmujacych epitop I niezaleznie od
obecnosci mutacji N4178S. Istotne réznice zaobserwowalismy jednak w wiazaniu przeciw-
cial do glikoprotein E1E2 oraz w neutralizacji HCV pochodzacego z hodowli komoérkowe;j
(HCVcc) pomiedzy surowicami otrzymanymi po immunizacji VLP sHBsAg 412-425 i
sHBsAg N417S. Surowice sHBsAg 412-425 skutecznie wiazaly E1E2:WT w formie na-
tywnej, w przeciwienistwie do ich wariantu N417S. Z kolei surowice sHBsAg N417S roz-
poznawaly jedynie wariant glikoprotein z mutacja E1E2:N417S. W testach neutralizacji
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Rycina 4: Schemat tworzenia chimerycznego konstruktu sHBsAg N417S poprzez wpro-
wadzenie zmiany N417S do sekwencji epitopu 412-425 wirusa HCV. Na podstawie publi-
kacji Czarnota i in., 2023.

przeprowadzonych we wspotpracy z zespotem z Uniwersytetu w Kopenhadze przeciwciata
wzbudzone przez VLP sHBsAg 412-425, podobnie jak przeciwcialo AP33, skutecznie
neutralizowaly izolaty HCV genotypow 1la, 2a typu dzikiego, ale nie ich warianty z muta-
cja N417S. Natomiast przeciwciatla wzbudzone przez VLP sHBsAg N417S wykazywaty
bardzo ograniczona aktywnosé neutralizujgca, nawet wobec wiruséw zawierajagcych mu-
tacje ucieczkowa, czyli izolat H77 z genotpu la zawierajacy mutacje N417S a takze izolat
HK6a z genotypu 6a zawierajacy mutacje N417T.

W prezentowanym badaniu zaobserwowaliSmy takze uderzajace podobienstwa w pro-
filu wiazania glikoprotein E1E2 oraz skutecznosci neutralizacji HCV pomiedzy surowi-
cami sHBsAg 412-425 a przeciwcialem AP33, co sugeruje, ze immunizacja myszy VLP
sHBsAg 412-425 moze prowadzi¢ do powstania przeciwciat bardzo podobnych do AP33.
Profil wigzania surowicy sHBsAg 412-425 byt zblizony do przeciwciata AP33 i wykazat
zalezno$¢ od aminokwasow L413, G418, W420 oraz N415 w obrebie epitopu. Powyzsze
badanie bylo mozliwe dzieki wspotpracy z prof. Arvindem Patelem z Uniwersytetu w
Glasgow, ktory udostepnit nam wektory wszystkich mutantéow alaninowych obejmuja-
cych sekwencje epitopu I wprowadzonych do sekwencji heterodimeru E1E2 z genotypu
la.

Mimo, ze nie otrzymalismy skutecznej odpowiedzi przeciwcial przeciwko wariantowi
N417S z mutacja ucieczkowsy, nasze wyniki wskazuja na zlozona zaleznos¢ pomiedzy prze-
ciwciatami skierowanymi przeciwko epitopowi I, stanem glikozylacji E1E2 oraz konfor-
macja lokalna epitopu i catej struktury E1E2. Powyzsza praca podkresla znaczenie prze-
ciwcial skierowanych przeciwko epitopowi I i stanowi wstepny krok w kierunku badan
nad zaprojektowaniem antygenu zdolnego do indukowania odpowiedzi immunologicznej
przeciwko wariantom epitopu I uwzgledniajacym mutacje ucieczkowe zwiazane z przesu-
nieciem glikanu.

4.3.4 Opracowanie szczepionki DNA opartej na technologii ,,minicircle DNA”

We wcezesniejszych badaniach, wraz z zespotem projektowym, wykazatam zdolnosé chime-
rycznych VLP sHBsAg 412-425 do wzbudzania przeciwcial o szerokim spektrum dzia-
tania wobec réznych genotypow wirusa. Wyniki badan klinicznych, a takze tych prze-
prowadzonych z udzialem szczurzego wirusa zapalenia watroby (RHV) sugeruja, ze tylko
rownoczesne pobudzenie odpowiedzi humoralnej i komoérkowej moze by¢ kluczem do sku-
tecznego zwalczenia wirusa®”. Dlatego celem kolejnego badania bylo opracowanie szcze-
pionki angazujacej obie galezie adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej, co gwaran-
towatoby silniejsza ochrone przed zakazeniem HCV. Na powyzsze badania otrzymatam
finansowanie w ramach projektu NCN OPUS 14, ktorego celem bylo zbadanie immu-
nogennosci konserwowanych epitopéw rejonu NS w fuzji z wezesniej opisang przez nas



Autoreferat | Katarzyna Grzyb 16

chimeryczna czastka sHBsAg 412-425. Zalozeniem projektu byto zaprojektowanie jed-
nej chimerycznej czastki VLP wywotujacej pelna odpowiedZ immunologiczng w postaci
przeciwcial oraz limfocytow T przeciwko wirusowi HCV. Mimo podjetych préb nie udato
nam sie uzyska¢ wydajnej ekspresji zaprojektowanych czastek VLP, ale cel zaprojekto-
wania szczepionki wzbudzajacej pelna odpowiedz immunologiczng przeciwko HCV byt
inspiracja do dalszych badan. W zwiazku z tym, w piatej publikacji z cyklu zapropono-
walismy szczepionke DNA oparta na technologii ,minicircles” (MC) jako alternatywna
metode dostarczania antygenu w poréwnaniu do konwencjonalnych wektoréw plazmido-
wych.

Szczepionki oparte na DNA wykazaly do tej pory zdolnos¢ do wywolywania za-
rowno odpowiedzi humoralnej, jak i komoérkowej przeciwko réznym patogenom, w tym
takze wirusowi HCV#49 Najnowsze badania wykorzystujace DNA kodujace heterodi-
mer E1E2 lub biatka niestrukturalne (NS) wirusa podkreslaja potencjal tych rozwigzan w
badaniach klinicznych3%5!. Cho¢ szczepionki DNA pierwszej generacji cechowaly sie niska
immunogennodcig u ludzi, postepy technologiczne znaczaco zwiekszyly ich skutecznogé®.
Ostatnio, szczegdlna uwage zwraca technologia minicircle DNA (MC), uznawana za obie-
cujaca metode dostarczania genéw. MC to mate wektory DNA pochodzace od plazmi-
dow rodzicielskich (z ang. parental plasmids, PP), pozbawione bakteryjnych sekwencji,
co zwieksza ich bezpieczenstwo i umozliwia wyzszy poziom ekspresji antygenu. MC moga
byé¢ stosowane n vivo jak i in witro, zapewniajac dlugotrwata ekspresje antygenu bez
ryzyka wystapienia reakcji immunologicznej, ktéra moze byé¢ wywotana przez czesé bak-
teryjna plazmidu obecng w tradycyjnych plazmidach stosowanych jako wektory we wielu
terapiach genowych®%*. Technologia MC znalazla do tej pory zastosowanie w niewielu
dziedzinach, ale przyniosta obiecujace wyniki, dostarczajac nowych informacji i rozwigzan
w zakresie terapii genowej, w tym przeciwnowotworowe;j.?> 5%,

Produkcja minicircle DNA

Q O O Immunizacja kombinacja
sHBsAg_412-425i NS

sHBsAg_412-425 NS3/4A NS5B

® 8888

Analiza odpowiedzi
komorkowej

>oe
IFNy

liza od iedzi
A hamorane] ‘)f’\)r,

Rycina 5: Schemat immunizacji plazmidami typu ,minicircles” (MC) kodujacymi chime-
ryczne VLP HBV/HCV (sHBsAg_412-425), NS3/4A oraz NS5B. Na podstawie publika-
cji Czarnota 7 in., 2024. Utworzono za pomoca BioRender.com

W toku naszych prac bylismy ciekawi czy zaproponowany konstrukt VLP sHBsAg 412—
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425 bytby w stanie wzbudzi¢ funkcjonalne przeciwciata wykorzystujac platforme DNA
oraz czy dodanie sekwencji biatlek wirusowych z rejonu niestrukturalnego NS pobudzitoby
efektywnie druga gataz odpowiedzi immunologicznej w postaci limfocytéw T. Dlatego
w piatej publikacji z cyklu zaprojektowalismy trzy rodzaje MC kodujacych chimeryczne
VLP HBV/HCV, oraz dwa biatka wirusowe z rejonu NS, wirusowa proteaze NS3/4A oraz
polimeraze NS5B HCV a ocene ich immunogennosci badalismy w modelu mysim (Rycina
5). W wyniku zastosowanej kombinacji szczepienn MC kodujacych sHBsAg 412-425 z MC
kodujacymi biatka rejonu NS uzyskaliSmy petng odpowiedz immunologiczng przeciwko wi-
rusowi HCV. Wyniki sugeruja, ze jednoczesne podanie MC kodujacych sHBsAg 412-425
oraz biatka NS indukowato silna odpowiedZ komoérkows, szczegélnie wobec biatka NS3,
a takze wysokie miana przeciwcial swoistych wobec glikoproteiny E2 HCV. Co wiecej,
uzyskane przeciwciata rozpoznawaly natywne heterodimery E1E2 pochodzace z réznych
genotypoéw wirusa oraz wykazywalty profil wigzania do mutantéw alaninowych E1E2 po-
rownywalny do szeroko neutralizujacego przeciwciata AP33.

Podsumowujac, powyzsze wyniki wskazuja na to, ze szczepionka DNA oparta na tech-
nologii MC, zawierajaca sekwencje kodujace zar6wno sHBsAg 412-425, jak i biatka NS
HCV, wzbudza silna odpowiedZ komoérkowsa oraz przeciwciata o wtasciwosciach zblizonych
do neutralizujacego przeciwciata AP33. Ze wzgledu na trudnos$é¢ uzyskania szczepionki
wzbudzajacej skutecznie obie galezie odpowiedzi immunologicznej nasze badania pod-
kreslaja duzy potencjal zastosowanej powyzej kombinacji antygenéw jako profilaktycznej
szczepionki o dzialaniu pan-genotypowym przeciwko HCV.

4.4 Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ wynikajacych z zaprezentowanego
cyklu prac

Na podstawie zaprezentowanego cyklu pieciu prac mozna wyznaczy¢ nastepujace najwaz-
niejsze osiggniecia:

e Zastosowanie po raz pierwszy systemu ekspresji opartego na pierwotniaku Leishma-
nia tarentolae stanowigcego realna i bardziej ekonomiczng alternatywe dla komorek
ssaczych do efektywnej produkcji antygenoéw szczepionkowych wzbudzajgcych silng
i specyficzng odpowiedz immunologiczng przeciwko wirusowi HCV.

e Opracowanie funkcjonalnych form heterodimeréw E1E2 wzbudzajacych specyficzng
odpowiedz przeciwcial skierowanych przeciwko wirusowi HCV.

e Opracowanie poprawnie zlozonych chimerycznych czastek wirusopodobnych VLP
HBV/HCV prezentujacych na swojej powierzchni konserwowane epitopy glikopro-
teiny E2 HCV i zbadanie wlasciwosci neutralizujacych wzbudzonych przez nie prze-
ciwcial w modelu mysim.

e Identyfikacja czastki VLP prezentujacej epitop I (sHBsAg 412-425), jako najbar-
dziej obiecujacego celu dla szczepionki profilaktycznej wzbudzajacej przeciwciata o
szerokim spektrum neutralizacji, ktéra moze stanowi¢ podstawe biwalentnej szcze-
pionki przeciwko dwém hepatotropowym wirusom HCV i HBV lub stuzy¢ jako
komponent preparatu szczepionkowego wzmacniajacy pan-genotypowa humoralng
odpowiedZ immunologiczng przeciwko wirusowi HCV.

e Zbadanie efektu przesuniecia glikanu z pozycji N417 na N415 w obrebie epitopu I
glikoproteiny E2 HCV.
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e Opracowanie szczepionki DNA laczacej antygeny strukturalne i niestrukturalne
HCV opartej na niekonwencjonalnej technologii ,minicircle DNA” (MC), zasto-
sowanej po raz pierwszy do jednoczesnego pobudzenia odpowiedzi humoralnej i
komorkowej przeciwko wirusowi HCV.

Pomimo intensywnych badan prowadzonych na calym $wiecie, szczepionka przeciwko
wirusowi HCV wrciaz pozostaje niedostepna. Poszukiwanie nowych kandydatow szcze-
pionkowych jest zatem niezwykle waznym i aktualnym wyzwaniem. W ramach badan
realizowanych przeze mnie oraz przez zespot, ktérym kieruje, zaproponowali$émy i opra-
cowaliSémy nowe koncepcje racjonalnie zaprojektowanej szczepionki przeciwko HCV.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, ze w naszych pracach po raz pierwszy
wykorzystaliSmy system ekspresyjny oparty na pierwotniaku Leishmania tarentolae do
produkeji pelnej i skroconej formy heterodimeru E1E2 oraz czastek wirusopodobnych
VLP opartych na malym biatku powierzchniowym wirusa HBV (sHBsAg). System ten
umozliwit ich wydajna produkcje z zachowaniem istotnych modyfikacji potranslacyjnych,
a szczegdlnie N-glikozylacji. Natomiast, zastosowana strategia prezentacji konserwowa-
nego epitopu I glikoproteiny E2 HCV (aa412-425) na powierzchni czastek sHBsAg two-
rzacych VLP pozwolita na uzyskanie silnej odpowiedzi humoralnej, w tym przeciwciat
neutralizujacych wickszosé genotypow HCV, o profilu wigzania zblizonym do dobrze scha-
rakteryzowanego przeciwciala monoklonalnego AP33 o szerokim spektrum neutralizacji.
Wykazalismy ponadto, ze sHBsAg zastosowany jako no$nik epitopu I w chimerycznych
czastkach HBV /HCV zachowuje swoja immunogennosé, wzbudzajac zaréwno swoista od-
powiedZ humoralna, jak i komérkowa. Wyniki te potwierdzaja to, ze chimeryczne czastki
VLP HBV/HCV (sHBsAg 412-425) moga stanowi¢ podstawe biwalentnej szczepionki
przeciwko dwém wirusom HBV i HCV. Natomiast zaobserwowane réznice w poziomie
neutralizacji poszczegdlnych genotypow przez przeciwciala wzbudzone przez chimeryczne
VLP sHBsAg 412-425 — mimo wysokiego podobienistwa sekwencji epitopu I pomiedzy
analizowanymi genotypami — podkreslaja takze trudno$é¢ w zaprojektowaniu uniwersal-
nego antygenu opartego na konserwowanych rejonach glikoproteiny E2, gdyz zmiany se-
kwencji poza epitopem I moga wpltywaé¢ na konformacje catego heterodimeru E1E2 i
dostepnosé epitopu dla przeciwcial neutralizujacych. Dodatkowo, ze wzgledu na wyste-
powanie glikowariantéw epitopu I, zaprojektowanie czastki VLP sHBsAg N417S niosacej
sekwencje regionu 412-425 E2 z mutacja ucieczkowa N417S, pozwolito na zbadanie wla-
Sciwosci wzbudzonych przez nig przeciwciatl oraz efektu przesuniecia glikanu z pozycji
N417 na N415. Badanie mechanizméw ucieczki wirusa przed odpowiedzia immunolo-
giczng gospodarza jest niezwykle wazne z punktu widzenia racjonalnie zaprojektowanych
szczepionek, ktore zapobiegalyby tego typu strategiom wykorzystywanym przez wirusa.

Z kolei w naszych najnowszych badaniach postanowiliSmy po raz pierwszy zastosowaé
technologie ,minicircle DNA” (MC) jako platforme do zaprojektowania szczepionki prze-
ciwko HCV bazujacej na DNA. W celu zaangazowania obu gatezi adaptacyjnej odpowiedzi
immunologicznej przeciwko HCV, zaprojektowaliémy szczepionke zawierajaca sekwencje
kodujace zar6wno chimeryczne VLP HBV/HCV (sHBsAg 412-425), jak i biatka rejonu
NS HCV. W wyniku zastosowanej kombinacji antygenéw w jednym preparacie szczepion-
kowym otrzymalismy silng odpowiedz komoérkows przeciwko biatkom NS oraz humoralng
w postaci przeciwciat skierowanych przeciwko epitopowi I o wlasciwosciach zblizonych do
neutralizujacego przeciwciata AP33.

Na powyzsze badania pozyskatam finansowanie w ramach trzech grantéw badawczych
z NCN SONATA 3, NCN OPUS 14, NCBiR LIDER. W ramach realizowanych projektow
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systematycznie poszerzatam réwniez swoje kompetencje, uczestniczac w licznych szkole-
niach praktycznych i warsztatach. Nalezaly do nich m.in. zaawansowany kurs ELISpot
dotyczacy analizy komoérkowej odpowiedzi immunologicznej w Hamburgu, warsztaty z
technik mikroskopii elektronowej w Wageningen w Holandii oraz warsztaty EURIPRED
poswiecone zastosowaniu matryc peptydowych w immunologii i badaniach nad szcze-
pionkami w Berlinie. Ukoniczytam réwniez certyfikowany kurs dla oséb zaangazowanych
w wykorzystanie zwierzat do celow naukowych i dydaktycznych.

Chciatabym podkreslié¢, ze czesé opracowanych przez nas kandydatoéw na szczepionke
zostata objeta ochrong patentowa — przyznano dwa patenty polskie i jeden europejski, na
ktorego zgtoszenie otrzymatam takze wsparcie finansowe z Centrum Transferu Technolo-
gii Uniwersytetu Gdanskiego. Dzieki realizowanym badaniom w ramach projektéw wnio-
stam réwniez cenny wktad w program badawczy calego Zaktadu. Rozszerzytam warsztat
badan nad wirusem HCV, opracowalam szereg metod stosowanych w produkcji rekom-
binowanych biatek, mikroskopii elektronowej oraz w badaniach odpowiedzi humoralne;j
i komorkowej. Wszystkie prace przedstawione w cyklu dotyczg badan na zwierzetach.
W zwiazku z tym, planowatam eksperymenty z udziatem zwierzat i przygotowatam sze-
reg wnioskow do Lokalnej Komisji Etycznej. Nawiazalam takze wspotprace z wiodacymi
o$rodkami badan nad szczepionka HCV w Kopenhadze i Glasgow, ktora umozliwita szcze-
gbélowe zbadanie witasciwosci przeciwcial wzbudzonych przez zaprojektowane przez nas
chimeryczne czastki VLP.

Przedstawiony cykl prac wyznacza nowe kierunki w racjonalnym projektowaniu szcze-
pionki przeciwko HCV, laczac innowacyjna platforme ekspresyjna, strategie prezentacji
konserwowanych epitopéw oraz technologie minicircle DNA w celu uzyskania skoordyno-
wanej odpowiedzi humoralnej i komoérkowej o potencjale pan-genotypowym.

4.5 Znaczenie uzyskanych wynikéw dla rozwoju dyscypliny biotechnologia

Badania, ktore zostaly przeprowadzone w zaprezentowanym cyklu, maja istotne znacze-
nie dla rozwoju biotechnologii medycznej, szczegdlnie w obszarze projektowania nowej
generacji szczepionek przeciwwirusowych. Wirus HCV pozostaje powaznym problemem
zdrowia publicznego, dotykajacym blisko 50 milionéw oséb na calym swiecie. Pomimo
dostepnosci wysoce skutecznych lekow o dziataniu bezposrednio przeciwwirusowym, brak
efektywnej szczepionki przeciwko HCV utrudnia kontrole i eliminacje zakazen, w wy-
niku czego liczba nowych przypadkéw wciaz rosnie. Rozwd6j szczepionki przeciwko HCV
napotyka liczne wyzwania, takie jak duza réznorodno$é genetyczna wirusa czy brak od-
powiednich modeli in vivo do testowania skutecznosci szczepionek. Mimo tych przeszkod,
badania nad szczepionka przeciwko HCV dynamicznie postepuja. Innowacyjne strategie,
obejmujace szczepionki podjednostkowe, czastki wirusopodobne VLP, wektory wirusowe
oraz szczepionki DNA i RNA, dostarczajg wielu obiecujacych wynikéw, a kontrolowany
model zakazeni ludzi oferuje wyjatkowa, cho¢ etycznie ztozona, mozliwosé przyspieszenia
prac nad szczepionka!®.

Skuteczna szczepionka przeciwko HCV powinna réwnowazy¢ odpowiedz immunolo-
giczng zalezng od limfocytéw B i T. Przeciwciata o szerokim spektrum neutralizacji moga
zapobiega¢ zakazeniu, natomiast swoista odpowiedz limfocytéw T jest niezbedna do kon-
troli i eliminacji wirusa. Idealna szczepionka powinna taczyé antygeny strukturalne i
niestrukturalne, aby wywota¢ zaréwno silng odpowiedz przeciwcial, jak i wielofunkcyjna
odpowiedz limfocytow T.

Ukierunkowanie szczepionek zaréwno na biatka strukturalne, jak i niestrukturalne
HCV — poprzez réznorodne podejscia, ktore zastosowatam w naszych badaniach, od
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rekombinowanej formy heterodimeru E1E2, poprzez chimeryczne VLP HBV/HCV, po
platforme DNA oparta na technologii ,minicircles DNA” — stwarza szanse na wzbudzanie
dhugotrwatej i pan-genotypowej odpowiedzi immunologicznej. Na uwage szczegdlnie za-
stuguje konstrukt sHBsAg 412-425, ktory moze kandydowaé do biwalentnej szczepionki
przeciwko dwom hepatotropowym wirusom lub byé wykorzystany jako komponent pre-
paratu szczepionkowego wzmacniajacy pan-genotypowa humoralng odpowiedZ immuno-
logiczng przeciwko wirusowi HCV zaréwno w formie biatkowej jak i DNA. Badania nad
konserwowanymi epitopami oraz nad ich prezentacja wpisuja sie w kluczowe wyzwania
wspoltczesnej biotechnologii a uzyskanie uniwersalnej odporno$ci pomimo duzej zmienno-
Sci wirusa to obszar badan niezwykle wazny, zwtaszcza w kontekscie przygotowania na
przyszte pandemie.

Przedstawione wyzej podejscia stanowia wazny wklad w rozwoj bezpiecznych, ska-
lowalnych technologii szczepionkowych oraz maja charakter uniwersalny, tzn. moga by¢
rowniez wykorzystane do opracowania szczepionek przeciwko innym wirusom. Dzieki na-
szym badaniom a takze badaniom prowadzonym przez rézne zespoty na swiecie eliminacja
HCV za pomoca szczepien staje sie realnym celem.

4.6 Dodatkowe osiggniecia naukowe

Kandydat do stopnia doktora habilitowanego powinien wykaza¢ si¢ wiecej niz jednym
osiggnieciem naukowym, dlatego chciatabym przedstawi¢ moje pozostate osiggniecia na-
ukowe. Ponizej przedstawiam dwa dodatkowe osiaggniecia. Pierwsze z nich stanowia dwie
publikacje wchodzace w sktad mojej dodatkowej aktywnosci naukowej pochodzace z
okresu mojego stazu podoktorskiego, ktory odbytam we Wtoszech. Wyniki, ktore uzyska-
tam, zostaly opublikowane w dwoch czasopismach o wysokim IF: Hepatology i Journal
of Hepatology. Obie publikacje sa wynikiem wspoélpracy wielu laboratoriow na $wiecie
znanych z kluczowych badan i odkryé dotyczacych wirusa HCV. Miedzy innymi, jednym
z wspotautoréw jest prof. Charles Rice, ktory w 2020 roku zdobyl nagrode Nobla za
odkrycie wirusa HCV.

Meuleman, P., Catanese, MT., Verhoye, L., Desombere, 1., Farhoudi, A., Jones, CT.,
Sheahan, T., Grzyb, K., Cortese, R., Rice, CM., Leroux-Roels, G., Nicosia, A. (2012).
A human monoclonal antibody targeting SR-B1 precludes hepatitis C virus infection and
viral spread in vitro and in vivo. Hepatology; 55, 364-72, doi:10.1002/hep.24692

[F2012 - 12,0; IF50etni - 14,5; MEiNgg12 — 50; MEiNyg5 — 200;
liczba cytowan — 113 (WoS)

Lacek, K., Vercauteren, K., Grzyb, K., Naddeo, MR., Verhoye, L., Stowikowski, M.,
Fafi-Kremer, S., Patel, AH., Baumert, TF., Folgori, A., Leroux-Roels, G., Cortese, R.,
Meuleman, P., Nicosia, A. (2012). Novel human SR-B1 antibodies prevent infection and

dissemination of HCV in vitro and in humanized mice. Journal of Hepatology 57,
17-23. doi:10.1016/j.jhep.2012.02.018

[F2012 - 9,85; IF5 jetni - 28,1; MEiNgg12 — 45; MEiNggs — 200;
liczba cytowan — 67 (WoS)

Glownym tematem moich badan podczas pobytu we Wtoszech byta charakterystyka
nowych ludzkich monoklonalnych przeciwcial przeciwko receptorowi SR-B1 jako skutecz-


https://doi.org/10.1002/hep.24692
https://doi.org/10.1016/j.jhep.2012.02.018

Autoreferat | Katarzyna Grzyb 21

nych narzedzi immunoterapeutycznych np. w zapobieganiu reinfekcji przeszczepionej wa-
troby u pacjentéow z przewlekltym zakazeniem HCV. Receptor SR-B1 podobnie jak recep-
tor CD81 jest jednym z gléwnych receptoréw komorkowych odpowiedzialnych za wejscie
wirusa do komorki, dlatego blokada tego receptora mogtaby skutecznie hamowaé wejscie
wirusa do komorki i uniemozliwi¢ jego replikacje®.

Do zespolu prof. Alfredo Nicosia dotgczytam podczas prac nad charakterystyka prze-
ciwciat przeciwko receptorowi SR-B1 o nazwie mAb16-71, o ktérych mowa w publikacji
opublikowanej w czasopismie Hepatology. W publikacji tej wykazaliémy wysoka zdolno$é
przeciwcial do zablokowania wejscia wirusa HCV do komorki in vitro z udziatem linii
komorkowej Huh7.5 oraz z uzyciem bardziej zblizonego klinicznie modelu komoérkowego,
czyli spolaryzowanych pierwotnych hepatocytéw, w ktorych czynniki wnikania HCV lo-
kalizuja sie w podobnych przedziatach komoérkowych jak w naturalnych hepatocytach.
Natomiast w modelu in vivo z udzialem modelu zwierzecego w postaci chimerycznych
myszy permisywnych dla wirusa HCV po wcze$niej przeprowadzonej ksenotransplanta-
c¢ji ludzkich hepatocytéw podanie przeciwciata mAb16-71 catkowicie chronito zwierzeta
przed zakazeniem HCV. W przeciwienistwie do zwierzat kontrolnych, u myszy, u ktorych
zastosowano terapie przeciwcialem mAbl16-71 HCV RNA pozostawato niewykrywalne
przez 12 tygodni obserwacji a terapia byta dobrze tolerowana, bez istotnych zmian w pa-
rametrach biochemicznych w krwi badanych myszy. Podsumowujac, w badaniach n vivo
wykazano, ze przeciwcialo mAb16-71 catkowicie zapobiega zakazeniu hepatocytéw. Do-
datkowo, w do$wiadczeniu zastosowano trzy rézne genotypy wirusa 1, 4 i 6 udowadniajac
uniwersalnosé¢ potencjalnej immunoterapii skutecznej wobec réznych genotypéw wirusa
HCV.

Rozprzestrzenianie sie HCV bezposrednio z zakazonej komoérki Huh-7.5 do sasied-
nich, niezakazonych komorek (z ang. cell-to-cell spread), jest waznym zagadnieniem ze
wzgledu na to, ze umozliwia skuteczne namnazanie sie¢ wirusa pomijajac jego ekspozycje
na dziatanie uktadu immunologicznego gospodarza. W ramach badan objetych powyzsza
publikacja byliSmy ciekawi czy przeciwciato mAb16-71 jest w stanie zablokowaé¢ rowniez
droge transmisji wirusa cell-to-cell. Moja praca w ramach powyzszej publikacji polegata
gtownie na badaniu transmisji wirusa z komoérki do komoérki. W poprzednich badaniach,
z wykorzystaniem komorek docelowych Huh-7.5 EGFP-IPS/CD81", w ktorych selektyw-
nie wyciszono ekspresje receptora CD81, wykazano, ze rozprzestrzenianie HCV droga
komoérka—komorka moze zachodzi¢ niezaleznie od receptora CDS81, ktéry w duzej mierze
odpowiedzialny jest za wnikanie wiruséw w postaci wolnych czastek. Ze wzgledu na to,
ze komorki Huh 7.5 EGFP-IPS/CD81" sa niewrazliwe na infekcje HCV przenoszonym w
postaci wolnej czastki w eksperymencie badajacym cell-to-cell spread uzyto witasnie tej
linii komoérkowej jako komorek docelowych, aby sprawdzié¢, czy przeciwcialo mAb16-71
jest zdolne do zablokowania alternatywnej drogi transmisji wirusa. W tym celu komorki
Huh-7.5 zakazone wirusem HCVce (genotyp 2a) zmieszano z niezakazonymi komorkami
EGFP-IPS/CD81 i hodowano w obecnosci rosngcych stezen przeciwciata mAb16-71. Za-
obserwowano, zmniejszenie ilogci zakazonych komorek EGFP-IPS/CD81" w zaleznosci od
dawki przeciwciata, podczas gdy w obecnodci przeciwciata kontrolnego nie stwierdzono
istotnych zmian w transmisji HCV.

Podsumowujac, ostatecznie udato sie udowodnié, ze przeciwcialo mAb16-71 skutecz-
nie blokuje réwniez mechanizm bezposredniej transmisji wirusa z komorki do komorki,
co jest niezwykle cenne z punktu widzenia p6zniejsze] terapii zwiazanej z zapobieganiem
zakazenia nowo przeszczepionej watroby u pacjentéw z chronicznym przebiegiem choroby.
Dodatkowo mAb16-71 skutecznie blokuje zakazenie HCV w postaci wolnych czastek wi-
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rusa a takze moze chronié¢ przed zakazeniem in vivo w sposob niezalezny od genotypu
wirusa.

Rownolegle pracowatam nad selekcja i charakterystyka nowych przeciwcial skierowa-
nych przeciwko receptorowi SR-B1. M¢j wklad w powstanie drugiej publikacji z okresu
stypendium podoktorskiego opublikowanej w Journal of Hepatoplogy dotyczy czedci eks-
perymentalnej zwiazanej z selekcja i charakterystyka nowych przeciwcial mAb8, mAb15
i mAb151. W ramach publikacji przeprowadzitam szereg testéw neutralizacji z uzyciem
systemu HCVce w celu selekeji przeciwciat o najwyzszym potencjale neutralizacji do te-
stow in vivo.

System HCVce to model eksperymentalny, ktory umozliwia hodowle wirusa HCV w
liniach komoérkowych in wvitro Huh7 pochodzacych z ludzkiego raka watrobowokomorko-
wego. System HCVcc opiera sie gtownie na zastosowaniu sekwencji z genotypu 2a wirusa
(szczep JFH-1), co po raz pierwszy umozliwito efektywna replikacje i produkcje zakaznych
wirionéw w hodowli komoérkowej. Metoda polega na wprowadzeniu wirusowego RNA uzy-
skanego w wyniku transkrypcji in vitro do linii komoérkowej Huh7. Obecnie, dzieki niemu
mozna bada¢ pelny cykl replikacyjny HCV, od wejscia wirusa do komorki, poprzez re-
plikacje, az po produkcje nowych czastek wirusowych. System HCVce to przetomowe
narzedzie, ktére znacznie przyczynito sie do postepéw w badaniach nad wirusem HCV
i rozwojem nowych terapii. Do czasu odkrycia tej metody badania nad wirusem byty
bardzo utrudnione, gdyz wirus pochodzacy z surowicy pacjentow bardzo nieefektywnie
namnazat sic w hodowlach komoérkowych.

Do ilosciowej oceny zakazenia zastosowatam reporterowsq linie komorkowa Huh7-J20
uzyskana w laboratorium prof. Arvinda Patela, ktéra po zakazeniu wirusem uwalnia do
srodowiska fosfataze alkaliczna (SEAP). Podobnie jak w poprzedniej publikacji przeciw-
ciala przetestowano réwniez in vivo w modelu chimerycznych myszy a do infekcji oprocz
wariantu H77C z genotypu la dodatkowo uzyto wariantu mP05 z mutacja ucieczkowa
(genotyp 1b) wyizolowanego od pacjenta z chroniczng infekcja po przejsciu przeszczepu
watroby. Mo6j wktad w powstanie tej publikacji oprécz czesci eksperymentalnej dotyczyt
dodatkowo selekcji i analizy danych, opracowania metodologii i przedstawienia graficz-
nego danych eksperymentalnych. Bratam takze udziatl w przygotowaniu oryginalnej wersji
manuskryptu oraz jej edycji po uwagach recenzentow.

Podsumowujac w obu pracach wykazano, ze przeciwciata przeciwko receptorowi SR-
B1 moga stanowié¢ nowe terapeutyczne narzedzie w zapobieganiu infekcji wirusem HCV
nowo przeszczepionej watroby u pacjentéw z chronicznym przebiegiem choroby.

Jako drugi nurt badan niezwiazany z wirusem HCV, w ktoérych bratam udziat to ba-
dania przeprowadzone nad potencjalnym zastosowaniem nanoczastek platyny w terapii
przeciwnowotworowej w ramach wspotpracy z dr hab. Jackiem Piosikiem, prof. UG, kie-
rownikiem Pracowni Biofizyki na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG i GU-
Med. Mo6j wktad polegat przede wszystkim na ocenie biologicznego efektu nanoczastek
platyny w kompleksie z lekami antracyklinowym — epirubicyna lub daunorubicyng — w
ludzkich liniach komoérkowych. Wyniki tych badan pozwolity wykazaé, ze nanoczastki pla-
tyny moduluja dziatanie lekow, szczegolnie epirubicyny, w sposoéb zalezny od ich wielkosci,
nasilajac jej cytotoksycznosé w ludzkich komorkach nowotworowych (MelJuSo) i jedno-
cze$nie wykazujac efekt ochronny w komoérkach nienowotworowych (HaCaT). Stanowi to
istotna przestanke dla potencjalnego wykorzystania nanoczastek platyny w optymalizacji
chemioterapii opartej na antracyklinach.

Nasza wspotpraca zaowocowata wartosciowymi danymi naukowymi, ktore zostaty opu-
blikowane w dwoch czasopismach, a takze stworzyta solidne podstawy do dalszych wspol-
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nych dziatan. Mam nadzieje, ze interdyscyplinarne podejscie taczace biofizyke z wiruso-
logia molekularna otworzy nowe mozliwoéci w udoskonalaniu terapii przeciwnowotworo-
wych i przeciwwirusowych.

Beldziniska, P., Zakrzewski, M., Grzyb, K., Hauer, A., Jamrogiewicz, M., Wyrzykow-
ski, D., Bury, K., Goturiski, G., Piosik, J. (2025). Platinum nanoparticles interact with
epirubicin in size dependent manner and affect its biological activity. Eur J Pharm
Biopharm. Nov;216:114866. doi:10.1016/j.ejpb.2025.114866.
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Zakrzewski, M., Beldzinska, P., Gajdowska, F., Gotunski, G., Gackowska, K., Strankow-
ska, J., Jamrogiewicz, M., Wyrzykowski, D., Grzyb, K., Gutowska-Owsiak, D., Synak,
A., Bojarski, P, Piosik, J. (2025). The effect of platinum nanoparticles on the physico-
chemical properties of daunorubicin. RSC Adv. Sep 25;15(42):35407-35420.
d0i:10.1039/d5ra02827b.
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5 Informacja o wykazywaniu sie istotna aktywno$ciag naukowa albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kul-
tury, w szczegdlnoéci zagraniczne;.

Moja dotychczasowa kariera naukowa charakteryzowata si¢ duzym stopniem mobilnosci i
roznorodnoscia podejmowanych zagadnien naukowych. Studia doktoranckie rozpoczetam
na Wydziale Biologii Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdariskiego. Stopienn naukowy
doktora nauk biologicznych uzyskalam w 2007 roku. Prace doktorska obronitam z wy-
réznieniem. W ramach doktoratu opublikowatam 4 oryginalne prace i uzyskatam szerokie
do$wiadczenie w zakresie biologii morza oraz technik izolacji, oczyszczania i badania wta-
Sciwosci fizyko-chemicznych biatek. Za osiagniecia naukowe podczas realizacji pracy dok-
torskiej zostalam nagrodzona Nagroda Rektora Uniwersytetu Gdanskiego w 2004 roku.
Moje osiagniecia docenita takze Fundacja Rozwoju Uniwersytetu Gdanskiego, ktora przy-
znata mi stypendium dla najlepszych mtodych pracownikéw naukowych. Od zawsze uwa-
zatam, ze staze w innych o$rodkach badawczych sa waznym elementem rozwoju i dlatego
juz podczas studiow doktoranckich aplikowatam o 3-miesieczne stypendium Marie-Curie
na pobyt w Uniwersytecie w Trondheim w Norwegii (Norwegian University of Science
and Technology (NTNU), Department of Biotechnology). Profil badan tego laboratorium
koncentrowat sie gléwnie na $rodowisku morskim i charakterystyce biatek i enzymow
miesniowych ryb, gléwnie tososi, ktérych analiza jest waznym elementem w kontroli ich
jakosci, co ma duze znaczenie w przetworstwie i przemysle rybnym. Pobyt w Norwegii byt
niezwykle cennym do$wiadczeniem zwigzanym dodatkowo z tematyka mojego doktoratu.
Po obronie doktoratu odbytam krotki staz w Zaktadzie Biologii Molekularnej Wirusow
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-GUMed (MWB UG-GUMed) pod kie-
rownictwem prof. dr hab. Krystyny Bienkowskiej-Szewczyk, ktory stat sie inspiracja do
zainteresowania sie wirusologig i stworzyt szanse aplikowania o stypendium Marie-Curie
w ramach 6 PR UE w znakomitym zespole o miedzynarodowej renomie kierowanym przez
prof. Alfredo Nicosia w Neapolu.

Podczas 18-miesiecznego stazu podoktorskiego we Wtoszech uczestniczytam w bada-
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niach w ramach projektu ,Entry inhibitors for the treatment of hepatitis C virus infection”,
ktorego celem bylo opracowanie innowacyjnych terapii przeciwwirusowych ukierunkowa-
nych na proces wnikania HCV do komorki gospodarza, poczawszy od badan podstawo-
wych, po majgce potencjalne zastosowania kliniczne. Proces wnikania HCV do komorki
byt wowczas stabo poznanym etapem z cyklu zyciowego wirusa i stanowit obiecujacy cel
dla nowych strategii terapeutycznych. Projekt zaktadal miedzy innymi, identyfikacje do-
datkowych receptoréw i czynnikow bioracych udzial we wnikaniu wirusa do komorki w
tym takze opracowanie i optymalizacje ludzkich przeciwcial monoklonalnych blokujacych
skutecznie wejécie HCV do komérki oraz ich produkcje w skali nadajacej sie do badan
klinicznych. Doktadny opis mojej pracy w ramach stazu podoktorskiego w Neapolu znaj-
duje sie w podrozdziale 4.6. Firma Okairos (obecnie ReiThera), w ktorej odbywatam staz
podoktorski specjalizuje sie réwniez w opracowaniu szczepionek przeciw patogenom za-
kaznym opartych na wektorach adenowirusowych a regularne uczestnictwo w spotkaniach
i dyskusjach wzbogacito moja wiedze na temat probleméw zwigzanych z opracowaniem
szczepionki przeciwko HCV.

Pobyt we Wtoszech otworzyl przede mna wiele drzwi, dajac solidne podstawy do
dalszego rozwoju naukowego. Po powrocie do kraju zdobyte we Wtoszech doswiadcze-
nie w zakresie technik wirusologicznych i immunologicznych w potaczeniu z szerokim
do$wiadczeniem biochemicznym pozwolito mi na aplikowanie o granty badawcze o cha-
rakterze podstawowym oraz aplikacyjnym, ktore byly zwiazane z nadekspresja i analiza
rekombinowanych biatek ostonki wirusa HCV oraz chimerycznych czastek VLP do celow
szczepionkowych. Od 2012 roku jestem zwiazana z Zaktadem Biologii Molekularnej Wi-
rusow w MWB UG-GUMed, gdzie regularne aplikowanie o granty zapewnito mi nie tylko
ciagtosé zatrudnienia oraz zespotu, z ktorym pracowatam, ale przede wszystkim fundusze
na realizacje wszystkich badan wchodzacych w sktad gtéwnego osiagniecia habilitacyj-
nego. Dzieki uzyskaniu finansowania w ramach grantu NCN SONATA 3 miatam réwniez
szanse odby¢ krotki staz w laboratorium prof. Arvinda Patela w Glasgow w 2013 roku
(MRC-University of Glasgow, Centre for Virus Research). Celem mojego pobytu bylo
doskonalenie umiejetnosci badawczych w zakresie badan nad wirusem HCV oraz posze-
rzenie zakresu zaplanowanych wowczas eksperymentéw w ramach realizowanych przeze
mnie projektow. Staz ten zaowocowal dltugoletnia wspotpraca, w ramach ktorej jestesmy
wspotautorami jednej z publikacji przedstawionej w cyklu (publikacja 4) opublikowane;
w czasopismie Microbiology Spectrum.

Podsumowujac, w mojej karierze naukowej podejmowalam réznorodna tematyke ba-
dann w réoznych osrodkach naukowych, co wiazalo sie ze zmianami modeli badawczych
i opanowywaniem przeze mnie coraz to nowych umiejetnosci i technik eksperymental-
nych. Po powrocie ze stazu podoktorskiego bardzo szybko wykazalam sie niezaleznoscia
w prowadzeniu badan jako naukowczyni a takze jako kierowniczka czterech znaczacych
grantow badawczych, w ramach ktoérych nie tylko przeprowadzatam eksperymenty, ale
podejmowatam szereg inicjatyw i decyzji, nawigzatam wspotprace miedzynarodowa, po-
zyskiwalam fundusze na dalsze badania, planowalam przyszte badania, uczestniczytam
w opracowaniu nowych metod, duzo inwestowalam takze w szkolenia i praktyczne warsz-
taty dla moich wspotpracownikéw. Dodatkowo jako mentorka staralam sie i nadal staram
dbaé¢ o rozwdj naukowy catego zespotu, bez ktérego niemozliwe jest osiggniecie znacza-
cych odkryé naukowych.
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6 Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzu-
jacych nauke lub sztuke

Pomimo zatrudnienia na MWB na stanowisku badawczym finansowanym z moich pro-
jektow, staratam sie angazowaé wielu studentéw do realizacji zaréwno prac magisterskich
jak ilicencjackich w ramach pozyskiwanych przez mnie projektow. Bytam promotorka lub
bezposrednia opiekunks 7 prac magisterskich i promotorka 4 prac licencjackich. Wsrod
moich wypromowanych magistrantek jest stypendystka programu BioLab a takze zwy-
ciezczyni nagrody w postaci rocznego stazu w firmie farmaceutycznej Adamed Pharma
podczas czternastej edycji konferencji dla studentéw kierunku Biotechnologia. Dodatkowo
udato mi sie zgromadzi¢ dorobek obejmujacy szeroki wachlarz zaje¢ ujetych w progra-
mie studiéw na kierunku , Biotechnologia”. Prowadzitam zajecia dla studentéw w formie
proseminariow z Metodyki Biologii Molekularnej i Inzynierii Genetycznej, ¢wiczenia z
Laboratorium z Wirusologii oraz ¢wiczenia z organizméw modelowych i ich zastosowa-
nia w nauce — zakres: Leishmania tarentolae, bakulowirusy. Dodatkowo bratam czynny
udzial w organizacji ¢wiczenn dla studentéow z Laboratorium z Wirusologii bedac wspot-
autorka skryptu. Za duze osiagniecie dydaktyczne uwazam réwniez doktorat obroniony z
wyrdznieniem przez doktorantke Anne Czarnote, ktorej bytam promotorks pomocnicza.
Obecnie jestem promotorka pomocnicza doktorantki Aleksandry Stawinskiej, ktorej dok-
torat pt.; ,Uniwersalna szczepionka przeciwko wirusowi SARS-CoV-2” jest realizowany
w ramach projektu NCN-OPUS 21, ktorego jestem kierowniczka. Mam na uwadze to,
aby zajecia dydaktyczne byly prowadzone na wysokim poziomie, dlatego nadal podnosze
swoje kwalifikacje w tej dziedzinie poprzez uczestnictwo w szkoleniach w zakresie dydak-
tyki organizowanych przez Centrum Doskonalenia Dydaktycznego i Tutoringu UG dla
pracownikéw naukowych, aby skutecznie aktywizowaé studentéow podczas zajeé. Dodat-
kowo, jestem cztonkinia Polskiego i Europejskiego Towarzystwa Wirusologicznego oraz
recenzentka manuskryptéw wysytanych do znanych czasopism takich jak np.: npj Vacci-
nes, Scientific Reports, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, International Journal
of Biological Macromolecules, Journal of Virological Methods, Microbiology Spectrum,
Pharmacological Reports, Virology Journal.

Jako mama dziewieciolatka wiem, jak dzieci lubia eksperymentowaé¢ a przy okazji
mozna im przekazaé¢ wiele podstawowych i cennych wiadomodci ze swiata nauki. Dlatego
w ramach popularyzacji nauki prowadzitam warsztaty dla najmtodszych podczas wyda-
rzenia w ramach "Nocy Biologow"zatytutowanego , Eksplozja koloréw”. Pelnitam takze
role prowadzacej warsztaty z izolacji plazmidowego DNA dla uczniéw szkot srednich w
ramach wydarzenia Biotech-Week odbywajacego sie co roku we wrzesniu na Miedzyuczel-
nianym Wydziale Biotechnologii UG-GUMed. Obecnie biore udziatl w przygotowaniu kon-
kursu dla licealistow, ktory jest organizowany przez Wydzial pod hastem ,Pandemie na
przestrzeni wiekow”.

Ponizej przedstawiam wykaz realizowanych pod moja opieka tematéw prac doktor-
skich, magisterskich i licencjackich.

Promotorka pomocnicza w przewodach doktorskich:
o  Chimeryczne, wirusopodobne czqsteczki HBV-HCV jako potencjalna szczepionka
przeciwko wirusowemu zapaleniu wqtroby typu C” — obrona w 2023 roku

o  Uniwersalna szczepionka przeciwko wirusowi SARS-CoV-2" — w toku
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Promotorka lub bezposrednia opiekunka prac magisterskich:

e Badanie wtasciwosci biochemicznych glikoprotein ostonkowych wirusa HCV”— obrona
w 2014 roku

o  Analiza reaktywnosci krzyzowej surowic myszy szczepionych glikoproteinami E1E2
wirusa zapalenia watroby typu C” — obrona w 2015 roku

o "Ekspresja epitopow biatka NS3 wirusa zapalenia watroby typu C w fuzji z matym
biatkiem powierzchniowym wirusa zapalenia watroby typu B" — obrona w 2019 roku

o  Charakterystyka czqstek wirusopodobnych sHBsAg eksponujgcych epitopy biatka S
wirusa SARS-CoV-2” — obrona w 2022 roku

o _Minicircles jako nowoczesna szczepionka przeciwko wirusow: zapalenia watroby
typu C” — obrona w 2022 roku

o Analiza odpowiedzi humoralnej przeciwko wirusowi HC'V wywotanej po immunizacyi
DNA” — obrona w 2023 roku

o Analiza wtaSciwosci neutralizujgcych mysich surowic po immunizacji chimerycz-
nymi czqsteczkami wirusopodobnymi HBV /SARS-CoV-2” — obrona w 2024

Promotorka prac licencjackich:
o  Chimeryczne czqstki wirusopodobne jako propozycja szczepionki przeciwko wirusows
zapalenia waqtroby typu C” — obrona w 2018 roku

o  Kompleks E1E2 jako szczepionka przeciwko wirusow: zapalenia wgtroby typu C” —
obrona w 2018 roku

o Analiza odpowiedzi komdorkowej u pacjentow zakazonych wirusem HCV” — obrona
w 2020 roku

o Szczepionka oparta na rekombinowanym biatku czy DNA? Pordwnanie odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko wirusowi HCV” — obrona w 2023 roku

7 Inne wazne informacje dotyczace kariery zawodowej

Obecnie jestem kierowniczka grantu NCN OPUS 21 dotyczacego badan nad uniwersalng
szczepionky przeciwko wirusowi SARS-CoV-2, ktora bytaby skuteczna wobec réznych wa-
riantow wirusa. Celem projektu jest poszukiwanie i ekspozycja konserwowanych rejonow
w biatku kolca S (z ang. spike) i zaproponowanie skutecznej szczepionki, ktora bytaby
w stanie wywola¢ odpowiedZ przeciwciat o szerokim spectrum neutralizacji. Bazujac na
naszych wczesniejszych badaniach, w planach jest zbadanie wtasciwosci immunogennych
wybranych konserwowanych rejonéw zlokalizowanych w biatku S wirusa SARS-CoV-2,
ktore beda wyeksponowane na czastkach wirusopodobnych sHBsAg. W planach badan
jest takze ocena zdolnosci zaprojektowanych czastek do wywolywania odpowiedzi im-
munologicznej skierowanej przeciwko obecnie krazacym w populacji wariantom wirusa
SARS-CoV-2.

W obliczu nowych wariantow wirusa opracowanie skutecznej szeroko stosowanej i
uniwersalnej szczepionki jest nadal aktualnym tematem badari. Mam nadzieje, ze nasze
badania przyczynia sie do zrozumienia odpowiedzi immunologicznej przeciwko poten-
cjalnie konserwowanym rejonom zlokalizowanym w obrebie biatka S i dostarcza nowych
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informacji zmierzajacych do opracowania uniwersalnej szczepionki skierowanej przeciwko
obecnym i nowopowstajacym wariantom SARS-CoV-2.

Czas pandemii koronawirusa SARS-CoV-2 sklonit nas takze do napisania artykutu
przegladowego dotyczacego wariantow wirusa i waznej roli testow neutralizacji w bada-
niach nad COVID-19. Publikacja zostala opublikowana w czasopismie npj Vaccines i
niespodziewanie spotkata sie¢ z bardzo duzym zainteresowaniem srodowiska naukowego
na calym swiecie.

Chmielewska, A. M., Czarnota, A., Bierikowska-Szewczyk, K., Grzyb, K*. (2021). Im-
mune response against SARS-CoV-2 variants: the role of neutralization assays. npj Vac-
cines, 6(1), 142. doi:10.1038/s41541-021-00404-6

*autor korespondujgcy

[ TFa021 - 9,39; IFs 1euni - 6,7; MEiNagy; — 100; liczba cytowari — 28 (WoS) |

W kolejnych moich badaniach nad szczepionka przeciwko HCV mam w planach osza-
cowanie skuteczno$ci dziatania szczepionki opartej na chimerycznych czastkach VLP
HBV/HCV in vivo metoda pasywnej immunizacji chimerycznych myszy posiadajacych
wszczepione ludzkie hepatocyty. Takie myszy pozbawione sg systemu swoistej odpowiedzi
immunologicznej i w zwiazku z tym, w toku badan konieczne jest podanie im przeciwciat
pochodzacych z immunokompetentnych zwierzat zaszczepionych chimerycznymi czast-
kami VLP i zbadanie ich wlasciwosci neutralizujacych po zakazeniu HCV. Nalezy pod-
kresli¢, ze w tym momencie jedynym immunokompetentnym modelem zakazenn wirusem
HCV sa ludzie, tak wiec uzycie chimerycznych myszy posiadajacych ludzkie hepatocyty
jest jedyna mozliwo$ciag na obserwacje wplywu przeciwcial wzbudzonych przez chime-
ryczne czastki HBV/HCV na dynamike zakazenia wirusem HCV in vivo. Ze wzgledu na
trudnosci w otrzymaniu chimerycznych myszy, badania z ich udziatem sa kosztowne i
czasochlonne oraz wymagaja pozyskania kolejnych grantow badawczych w celu ich reali-
zacji.

Swoja dalsza dziatalno$¢ naukows wiaze z wirusologia i biotechnologia medyczna.
Moim celem jest dalsze rozwijanie skutecznych rozwigzan w obszarze projektowania szcze-
pionek oraz badan nad mechanizmami odporno$ci przeciwwirusowej. Uzyskanie stopnia
doktora habilitowanego umozliwi mi aktywne zaciesnianie wspotpracy w kraju i za granica

oraz pozwoli ksztatci¢ nowe pokolenia badaczy.
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