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Praca doktorska Pani mgr Karoliny Zimmer pt. ,,Analiza zmienno$ci genetycznej
glikoproteiny E2 wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) u pacjentow poddanych terapii interferonem
alfa 1 rybawiryng” zostala wykonana w Zakladzie Biologii Molekularnej Wirusow
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed pod kierunkiem Prof. dr hab. Krystyny
Bienkowskiej-Szewczyk.

Pani mgr Zimmer jest wspotautorkg 11 prac naukowych. Gtéwne wyniki ocenianej pracy
doktorskiej zostaty przedstawione w publikacji naukowe;j, ktoérej Doktorantka jest pierwszym autorem:

Zimmer K, Chmielewska AM, Jackowiak P, Figlerowicz M, Bienkowska-Szewczyk K.
Alterations in N-glycosylation of HCV E2 Protein in Children Patients with IFN-RBV Therapy
Failure. Pathogens. 2024,;13(3):256 (5-letni IF 3.5, 100 pkt. MNiSW, Q2).

W kolejnych 9 pracach Pani mgr Zimmer jest wspotautorka prac doswiadczalnych
opublikowanych w punktowanych czasopismach mig¢dzynarodowych, takich jak m.in.: Virology,
Front. Microbiol., J. Nanobiotechnology, Cancers (Basel), Heart Fail. Rev., Microb. Cell Fact.,
Sensors (Basel) oraz Acta Biochim. Pol. W Jej dorobku znajduje si¢ tez praca przegladowa w jezyku
polskim w pi$mie Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej dotyczaca nowych metody leczenia i
zapobiegania WZW typu C.

Pani mgr Zimmer uzyskata takze $rodki finansowe na realizacj¢ 2 grantow badawczych w
ramach projektu ramowego Uniwersytetu Gdanskiego ,,Finansowanie Badan Mlodych Pracownikow
Nauki”, ktore stanowily baze finansowa do realizacji pracy doktorskiej.
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Przedstawiona do oceny praca dotyczy znalezienia odpowiedzi na pytanie, czy wzor N-
glikozylacji glikoprotein E1E2 wirusa zapalenia watroby typu C moze mie¢ zwigzek z odpowiedzia
pacjentow na przyjmowane leki, a takze w indukowaniu odpowiedzi ze strony przeciwciat
neutralizujacych przez potencjalne preparaty szczepionkowe. Wirus zapalenia watroby typu C (HCV,
ang. Hepatitis C Virus) stanowi jedno z najwiekszych zagrozen dla zdrowia publicznego na $wiecie.
Nalezy on do rodziny Flaviviridae 1 jest wirusem o genomie typu (+)ssRNA, a jego ikozaedralny
kapsyd posiada ostonke lipidowa. Wywoluje wirusowe zapalenie watroby typu C (WZW typu C),
ktorego konsekwencja jest marsko$¢ watroby i rak watrobowokomorkowy. Wysoka wage badan
zwiazanych z wyjasnieniem mechanizmu zapalenia watroby typu nie-A i nie-B docenit Komitet
Noblowski, ktory w 2020 roku przyznat Nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny za
odkrycie wirusa zapalenia watroby typu C dla zespotu Harvey J. Alter, Michael Houghton i Charles
M. Rice.

Bardzo ucigzliwa cecha wirusa HCV, ktora przyczynia si¢ do wielu niepowodzen w terapii
jest jego duze zrdéznicowanie genetyczne, zwigzane z wysokim tempem mutacji, nawet w obrgbie
jednego pacjenta. Dlatego pomimo zakazenia danym genotypem wirusa HCV (najczesciej genotyp 1),
w organizmie osoby zainfekowanej wirus wystepuje w postaci wielu réznigcych si¢ (do 10%
sekwencji nukleotydowej) quasi-gatunkow. Dotychczas nie udato si¢ opracowac skutecznej
szczepionki anty-HCV, dlatego pacjenci polegaja wcigz na terapiach. Aktualnie dostepne sa leki
nowej generacji — opisane w pracy ,direct acting antivirals” (DAA). Jednak przed 2011 rokiem
stosowano ,,ztoty standard” - terapi¢ skojarzona pegylowanym interferonem oraz rybaviryng. Stad tez
proby od pacjentdw wykorzystane w pracy pochodza od dzieci leczonych wtasnie w ten sposob, dzieki
czemu uzyskano dobrze scharakteryzowane préby do analiz.

Autorka powielita uzyskane 10 sekwencji DNA od dzieciecych pacjentéw leczonych
pegylowanym interferonem 1 rybaviryna, kodujace w duzej mierze informacj¢ o sekwencji
aminokwasowej wirusowego biatka E2. Sposrdd uzyskanych zrdéznicowanych sekwencji quasi-
gatunkow u pacjentéw poddanych leczeniu, ktérych wyniki leczenia roznity si¢ od siebie, wybrano na
podstawie przygotowanych drzew filogenetycznych sekwencje charakterystyczne dla kazdego z
pacjentow. Juz na tym etapie wida¢ bylo, iz ewolucja populacji quasi-gatunkow w grupie nie
reagujacej na leczenie byla bardzo ograniczona. Wybrane sekwencje pozwolily na uzyskanie
chimerycznych heterodimerow glikoprotein E1/E2 dla kazdej z probek pochodzacych od pacjentow,
co umozliwilo wykonanie wielu analiz strukturalnych i funkcjonalnych. Analizy te wykazaty, ze
réznice w masie czasteczkowej poszczegodlnych wariantow glikoproteiny E2 wynikaly z mutacji
prowadzacych do utraty poszczegélnych miejsc N-glikozylacji i wystepujacych wylacznie u
pacjentow nieodpowiadajacych na leczenie. Okazalo si¢ tez, ze proby od tych pacjentéw, majace
mutacje we wzorze N-glikozylacji byly duzo gorzej rozpoznawane przez wrazliwe na konformacje
przeciwciata neutralizujgce, co sugeruje, ze wspomniane warianty E2 mogly wykazywac lokalng
zmian¢ konformacji.

Natomiast dane na temat cze¢stosci pojawiania si¢ wykrytych w pracy zmian we wzorze N-
glikozylacji glikoproteiny E2 w zbiorze 100 losowo wybranych sekwencji E2 pochodzacych od
pacjentow zakazonych HCV genotypu la zdeponowanych w bazie danych euHCVdbte pokazaty, ze
ten typ mutacji nie jest unikalny dla grupy badanej wykorzystywanej na potrzeby niniejszej pracy,
zatem wskazuje na mozliwg uniwersalno$¢ przedstawionych wynikow.
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Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Zimmer ma typowy uktad, sktadajgc si¢ z rozdziatow
zatytutowanych: Wstep, Cel pracy, Metody, Materialy, Wyniki, Podsumowanie wynikéw, Dyskusja,
Bibliografia, Dorobek naukowy. Przed wstgpem Autorka zamiescita szczegdétowy 3-stronicowy wykaz
skrotow, 2-stronicowe streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim oraz obszerny i szczegdtowy
spis tresci (4 strony). Calo$¢ dysertacji liczy tacznie 130 stron, zawierajacych 188 pozyc;ji literatury (w
tym 2 odnos$niki do stron internetowych), 31 rysunkoéw oraz 7 tabel.

Zauwazylem jednak pewna rozbieznos¢ pomigdzy przedstawiong pracag w wersji drukowanej,
a wersjg pracy w pliku pdf. Otéz, praca w wersji drukowanej zawiera 2 strony wigcej niz w wersja
elektroniczna, ostatnia jej strona nosi numer 132, a w pliku pdf jest nig strona 130. W dalszej cze$ci
oceny opieratem si¢ na wersji elektronicznej pracy.

28-stronicowy Wstep stanowi bardzo ciekawe opracowanie na temat charakterystyki wirusa
WZW typu C, cyklu zyciowego, biatek wirusowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem glikoprotein
ostonkowych E1 i E2. Autorka opisuje takze epidemiologi¢ i patogenezg zakazen HCV, odpowiedz
immunologiczng na zakazenie HCV oraz co wazne, na temat rozwoju nowych terapii przeciw-HCV w
ostatnich kilkunastu latach. Bardzo interesujace jest takze opracowanie rozdzialu na temat préb
uzyskania skutecznych szczepionek przeciw-HCV, ktore jak na razie zakonczyly si¢ niepowodzeniem.
Niemniej jednak badania nadal trwaja i s3 pewne nadzieje na postgp w tym zakresie. Autorka shusznie
podkresla, iz opracowanie idealnej szczepionki przeciw wirusowi HCV powinno skupia¢ si¢ nie tylko
na indukowaniu odpowiedzi ze strony limfocytow T, ale takze na wzbudzaniu przeciwciat szeroko
neutralizujgcych przeciw biatkom wirusowym, niezbgdnych w zapobieganiu przewleklej infekcji. By¢
moze wyniki uzyskane przez Doktorantke w pracy przyczynig si¢ do zmiany tej niekorzystnej sytuacji.

Cel pracy (1 strona) jest jasno okreslony i bardzo ciekawy. Celem pracy bylo poszukiwanie
zalezno$ci pomiedzy zmienno$cig genetyczng glikoproteiny E2 wirusa zapalenia watroby typu C
(HCV), a odpowiedzig na terapic pegylowanym interferonem alfa i rybawiryng u dzieci. W pracy
uzyto biatek wyprodukowanych na matrycy DNA otrzymanego z materialu pochodzacego od
pacjentow Kliniki Choréb Zakaznych i Neurologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, ktorzy byli poddawani wspomnianej terapii. Natomiast szczegdétowym
celem byla analiza zmian we wzorze glikozylacji biatka ostonki E2 wirusa HCV, gdyz podczas prac
okazato sie, ze warianty glikoproteiny E2 pochodzace od pacjentdow z grupy nie reagujacej na leczenie
charakteryzowaly si¢ nizsza masg czasteczkowa w porownaniu do probek z pozostatych grup
pacjentow.

Materiaty i metody zostaly podzielone na dwa nastgpujace po sobie rozdzialy. Pierwszym z
nich jest 12-stronicowy rozdziat opisujacy Metody wykorzystane w pracy. Doktorantka korzystata z
szerokiego zestawu technik pracy z bakteriami, DNA, analiz bioinformatycznych, technik
proteomicznych, hodowli komorek ssaczych, czy produkcji pseudoczastek wirusowych. Nie mam
zastrzezen co do stosowanych w pracy metod, sa bardzo szczegdtowo opisane, nowoczesne i
wlasciwie uzyte. Na szczegolng uwage zastuguje konstrukcja chimerycznych heterodimerow
glikoprotein E1E2 i ich produkcja w komorkach ssaczych. Stworzenie wariantow chimerycznych i
wyprodukowanie ich jest duzym osiagni¢ciem Doktorantki.
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Do tej czgsci mam kilka drobnych uwag/pytan:

— Str. 43 — w punkcie 6.1.1. zapisano wartosci ,,575nm”, ,,50ml”, ,,1500rpm”, a zapis powinien
wyglada¢ nastgpujaco: ,,575 nm”, ,,50 ml”, ,,1500 rpm” — liczba powinna by¢ oddzielona od
jednostki spacja; w tym samym punkcie zapisano ,,CaCL2”, a powinien by¢ uzyty indeks
dolny ,,CaCl,” — podobny zapis bez uzycia indeksu dolnego we wzorach sumarycznych
pojawia si¢ w innych miejscach pracy.

—  Str. 44 — jest ,,Z konserwy komorek bakteryjnych BL21 E. coli” — chciatbym zapyta¢ co
oznacza to sformutowanie?

—  Str. 45 — jest ,,przez 30min.” - W rozdziale Metody Autorka uzywa najczesciej petne stowo
,minut”, a w tym miejscu pojawia si¢ skrot ,,min”. Jest on jak najbardziej poprawny, ale
powinno by¢ to ujednolicone w catej pracy.

— Str. 48, punkt 6.4.3 — jest ,,przez l1godzing” — Autorka uzywa w innych miejscach pracy
bardziej adekwatnego skrotu ,,1h” — nawet w tym samym punkcie pojawia si¢ naprzemienne
uzycie skrotu i pelnego stowa, dodatkowo nie oddzielonego od liczby ,,przez 1godzing”.
Wprowadza to niepotrzebnie pewien batagan do zapisu.

Kolejny rozdziat na 8 stronach opisuje wykorzystane w pracy Materialy: odczynniki,
stosowane w pracy pozywki, bufory i ich sktad, uzyte przeciwciata, plazmidy, linie komorkowe i
szczepy bakteryjne.

Chcialbym w tym miejscu skomentowa¢ wybor materialu wyjsciowego do badan. Materiat
ten stanowito 10 archiwalnych fragmentow DNA (produktow PCR) o dlugosci 1166 nukleotydow
kodujacych calg sekwencje glikoproteiny E2, niewielki C-terminalny fragment sekwencji
glikoproteiny E1 oraz N-terminalny fragment biatka P7 wirusa zapalenia watroby typu C. Matrycg do
uzyskania tych probek w reakcji odwrotnej transkrypcji byt catkowity genomowy RNA wyizolowany
z surowicy krwi 10 matoletnich pacjentéw cierpiacych na chroniczng posta¢ zapalenia watroby typu
C, zainfekowanych wirusem genotypu la. Z tekstu pracy wnioskuje¢, iz izolacja RNA z prob oraz
reakcja odwrotnej transkrypcji byla wykonana podczas wczesniejszych badan Prof. dr hab. M.
Figlerowicza (zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu nr 712/02 z
05.09.2002), a material byt przechowany do czasu badan podjetych przez Doktorantke.

Chciatbym w tym miejscu zapytaé jak dtugi byt czas przechowywania tych prob?

Jak wiadomo czas przechowywania ma wplyw na proby, chociaz pod tym wzgledem DNA
jest bardzo stabilny i moze by¢ podstawg réznych analiz nawet po dluzszym czasie, przy
odpowiednich warunkach przechowywania. Jednoczesnie rozumiem, iz taki wybor materiatu do badan
jest zrozumialy w kontekscie zatozonych celow pracy i dostepnosci materialu od oséb chorych
poddanych terapii. Niemniej jednak podczas prowadzonych badan wybor ten rodzit pewne
ograniczenia, co Autorka opisuje w pracy. Na przyktad nie bylo mozliwe uzyskanie z pierwotnego
materiatu potencjalnych sekwencji kodujacych cate biatko E1 wirusa, dlatego wykorzystano do tego
celu sekwencje¢ kodujaca biatko ze szczepu referencyjnego H77¢c. Mialo to swoje uzasadnienie, gdyz
biatko to jest zachowawcze w swojej strukturze, niemniej jednak utracono pewng potencjalng
informacjg, ktora moglaby w innej sytuacji wzbogaci¢ wyniki. Ponadto liczba préb (od 10 pacjentow)
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byla zbyt mata, aby wyciaga¢ z pracy szersze wnioski. Niemniej jednak dobrze scharakteryzowany
material badawczy stanowit punkt wyjscia do calej pracy.

Doktorantka przedstawita Wyniki zebrane na 33 stronach pracy. Rozdziat ten podzielony jest

na 3 podrozdziaty, w ktoérych Autorka w usystematyzowany sposob omawia uzyskanie materiatu
wyjsciowego do badan, analizg strukturalng glikoprotein E1E2 wirusa HCV, zawierajacych warianty
genetyczne glikoproteiny E2 pochodzace od pacjentéw oraz analize funkcjonalng zrekonstruowanych
heterodimeréw glikoprotein, niosagcych zmienione genetycznie warianty glikoproteiny E2.
Jak juz wspomniano wczesniej, materiatem wyjSciowym do badan bylo 10 fragmentow DNA,
bedacych produktami PCR. Matryca do uzyskania tych probek byl genomowy RNA izolowany z
surowicy krwi dziecigcych pacjentdow cierpigcych na chroniczng postaé¢ zapalenia watroby typu C,
poddanych terapii skojarzonej pegylowanym interferonem alfa 2b i rybawiryng w Klinice Choréb
Zakaznych i Neurologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu. Pacjenci byli bardzo dobrze scharakteryzowani i zostali podzieleni na 3 grupy: NR (non
responders) — brak odpowiedzi na terapie, SR (sustained responders) — trwata odpowiedz na terapie,
TR (transient responders) — przejSciowa odpowiedz na terapi¢.

Pierwszym etapem pracy byta amplifikacja 10 produktow PCR pochodzacych od pacjentow,
ich klonowanie oraz sekwencjonowanie w celu uzyskania sekwencji reprezentujacych quasi-gatunki
wirusowe. Produkty reakcji PCR zostaly rozdzielone w 1% zelu agarozowym, prazki odpowiedniej
wielkosci zostaly wycigte i oczyszczone przy pomocy komercyjnego zestawu odczynnikow. Uzyskane
probki DNA zostaly nastgpnie wklonowane do wektora pJET1.2-blunt. Transformacja komorek
kompetentnych TOP10 E. coli kazdym z 10 produktow ligacji umozliwita otrzymanie serii klonow, z
ktorych kazdy reprezentowal jedng z sekwencji wirusowych quasi-gatunkéw charakterystycznych dla
danego pacjenta. Ostatecznie wybrano losowo 5 sekwencji pseudotypow wirusowych dla kazdego z
pacjentow, a uzyskane sekwencje DNA w formacie FASTA przestano do bioinformatycznego
wytypowania sekwencji najbardziej charakterystycznych dla wszystkich pacjentow. Wyniki analiz
zostaty przedstawione w formie drzew filogenetycznych za uprzejmoscia dr hab. Pauliny Jackowiak z
zespotu prof. dr hab. Marka Figlerowicza.

Pomyst na badania przy wykorzystaniu prob juz wczesniej wyizolowanych jest bardzo
ciekawy, ale tez nieco ryzykowny. Najtrudniejszg faza badan byta wlasnie ta poczatkowa, dotyczaca
wyboru najbardziej charakterystycznych sekwencji populacji quasi-gatunkéw HCV wsrod sekwencji
pochodzacych inicjalnie z RNA pobranego od pacjentow. Wybor dokonany na tym etapie miat
zapewne wplyw na wyniki pracy, bedac opartym o pewne przyjete kryteria i zatozenia, ale czesto
jednak losowy, jak zreszta Autorka zaznaczyta.

Niemniej jednak udato si¢ z sukcesem uzyskaé chimeryczne heterodimery biatek E1 1 E2 na
podstawie ztozenia (,,assembly PCR”) sekwencji kodujacej biatko E1 ze szczepu referencyjnego HCV
H77c oraz biatka E2 pochodzacego z sekwencji kodujacych wybranych na wczesniejszym etapie od
pacjentow, w linii komorkowej HEK293. Przeprowadzone testy potwierdzily, ze heterodimery te
formowaly sie prawidlowo, co jest duzym osiagnieciem pracy.

Ciekawym problemem kolejnego etapu badan bylo tez to, iz warianty glikoproteiny E2
pochodzace od pacjentéw z grupy nie odpowiadajacej na terapi¢ (NR) charakteryzowaly si¢ nizsza
masa czasteczkowa w porownaniu do probek z pozostatych grup pacjentow — trwala (SR) lub
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przejsciowa (TR) odpowiedz. Autorka wyjasnia te sytuacje prawdopodobnym zmienionym wzorem
N-glikozylacji tych biatek. Do zweryfikowania tego przypuszczenia uzyto narzedzi wykorzystujacych
sztuczng inteligencje. Otrzymane wyniki potwierdzity wystepowanie zmian we wzorze N-glikozylacji
w sekwencjach wylacznie tych wariantow glikoproteiny E2, ktére pochodzity od pacjentow
nieodpowiadajacych na terapi¢. Kazda z sekwencji E2 pochodzaca z grupy NR charakteryzowata sig
mutacjami powodujacymi utratg przynajmniej jednego miejsca N-glikozylacji.

Badania funkcjonalne stopnia wigzania si¢ réoznych wariantow glikoproteiny E2 do lektyn
pochodzacych z Galanthus nivalis pokazaly, ze we wszystkich probkach wywodzacych si¢ od
pacjentow z grupy NR proces N-glikozylacji byt nickompletny. Kolejne analizy dotyczace badania
stopnia wigzania wariantow genetycznych glikoproteiny E2 do receptora komoérkowego CDS81 za
pomoca testu ELISA wykazaly, ze zmiany we wzorze N-glikozylacji E2, wystepujace wytacznie u
pacjentow z grupy NR, moga mie¢ wptyw na funkcjonowanie E2, zwlaszcza na jej wigzanie z tym
receptorem. Autorka w pracy spekuluje, iz jedng z hipotez, ktora mogtaby stanowi¢ wyja$nienie tego
zjawiska, jest wystgpowanie zmian w konformacji biatka E2 spowodowanych utrata miejsc N-
glikozylacji.

Dlatego w tym miejscu chcialbym zapyta¢, czy Autorka nie rozwazala wykonania
bioinformatycznego modelowania 3D tego miejsca wigzacego u roéznych pacjentow? Takie
modelowanie mogtoby przyblizy¢ i dodatkowo wzmocni¢ uzyskana odpowiedZz na postawione w
pracy pytanie badawcze.

Dalsze badania dotyczyty potencjalnego wptywu zmian we wzorze glikozylacji E2 na lokalna
konformacj¢ biatka. Uzyskane wyniki wykazatly, ze probki E2 pochodzace wylacznie od pacjentow
nieodpowiadajgcych na terapi¢ i posiadajace mutacje we wzorze N-glikozylacji byly zdecydowanie
gorzej rozpoznawane przez wszystkie wykorzystane przeciwciala, co wskazuje na mozliwa zmiane
lokalnej konformacji glikoproteiny E2. Wynik ten jest bardzo interesujacy, gdyz pozwala na
konkluzje, iz ,,wiriony HCV niosqce warianty glikoproteiny E2 ze zmienionym wzorem glikozylacji
obecne u pacjentow jeszcze przed rozpoczeciem terapii, mogq przetrwaé leczenie jako tzw. mutanty
ucieczkowe wirusa”.

W kolejnych analizach uzyskano wyniki negatywne, niemniej istotne. Nie udalo si¢ wykazaé
istnienia jakiegokolwiek mechanizmu regulujagcego poziom ekspresji czasteczek MHC klasy I na
powierzchni komorek przez warianty genetyczne glikoproteiny E2. Niejednoznaczne byty tez wyniki
uzyskane poprzez wygenerowanie w komorkach HEK293 pseudoczastki HCV (HCVpp) niosace
analizowane warianty biatka E2, w celu zbadania wpltywu mutacji we wzorze N-glikozylacji obecnych
w testowanych wariantach glikoproteiny E2 na infekcyjno$¢ wirionow oraz zdolno$¢ wnikania czgstek
wirusopodobnych do komorek gospodarza.

Natomiast wazne znaczenie dla ogodlnego podsumowania wynikow pracy mialo badanie
bioinformatyczne czgstoSci pojawiania si¢ wykrytych w pracy zmian we wzorze N-glikozylacji
glikoproteiny E2 w zbiorze 100 losowo wybranych sekwencji E2 pochodzacych od pacjentow
zakazonych HCV genotypu la zdeponowanych w bazie danych euHCVdb. Dane te pokazaly, ze ten
typ mutacji nie jest unikalny dla grupy badanej wykorzystywanej na potrzeby niniejszej pracy, zatem
moze to mie¢ szersze, bardziej uniwersalne znaczenie.
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Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono w postaci przejrzystych rysunkow i tabel.
Pewne uwagi i nie$cistosci z obowiagzku recenzenta przytaczam ponize;j:

— Str. 81, Tabela 6, legenda umieszczona pod tabelg zawiera wyjasnienie dla skrotow (SR, TR),
ktére nie sg w niej uzyte, zatem sg w tym miejscu niepotrzebne: ,,NR — brak odpowiedzi na
terapi¢, SR — trwala odpowiedz na terapie, TR — przejsciowa odpowiedz na terapie, AA -
aminokwas, N1-N9 miejsca N-glikozylacji 1-9.”

— Str. 87, Rys. 27B — szkoda, ze na wykresie nie zastosowano koloréw dla stupkdw, tylko jest
on monochromatyczny, bytby znacznie bardziej czytelny gdyby byt w kolorze.

Po rozdziale z wynikami Doktorantka na niecatych 2 stronach przedstawia wypunktowane,
zwigzte Podsumowanie wynikéw.

Przeprowadzona na 9 stronach Dyskusja jest dojrzala i wyczerpujaca. Rozwija wiele
aspektow, ktore byty tylko sygnalizowane w rozdziale z wynikami. Badania Autorki wnosza duzy
wkiad do wirusologii, mogac mie¢ wplyw na rozwodj szczepionek wirusowych i lekow
przeciwwirusowych. Pani mgr Zimmer w dyskusji zwraca wielokrotnie uwagg na potencjalne zmiany
konformacji glikoproteiny E2 powodowane wykrytymi przez Nig zmianami we wzorze N-glikozylacji
obecnymi w wariantach tego biatka. Tym bardziej szkoda, iz nie zostaly wykonane analizy
modelowania homologicznego 3D konformacji tego biatka, co byloby ciekawym uzupeieniem
pracy.

Wazny aspekt dyskusji dotyczy rowniez porownania schematéw glikozylacji pomigdzy
glikoproteinami ostonkowymi HCV a intensywnie badanym w ostatnich latach wirusem SARS-CoV-
2, ktory spowodowat pandemi¢ COVID-19 w latach 2020-2023. Badania glikozylacji biatek
wirusowych stanowia zatem coraz bardziej rozwijang cze$¢ nowej dziedziny, ktora jest okreslana jako
glikoproteomika wirusow.

W pracy brakuje jednak, poza podsumowaniem wynikoéw, ktore jest umieszczone zaraz po
rozdziale z wynikami, wypunktowanych najwazniejszych wnioskow z niej plynacych. Jest to dos¢
duzy brak przedstawionej dysertacji, o ktorego uzupeknienie chcialbym prosi¢ podczas prezentacji.
Pewne wazne konkluzje zawarte sg za to w streszczeniu pracy.

W rozdziale Bibliografia na 22 stronach Autorka wykazuje 188 pozycji literatury,
przedstawiajacych bogatg literature przedmiotu, w wickszoS$ci z ostatnich kilkunastu. Dwie pozycje w
spisie odnosza sie do stron internetowych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO).

Ostatnie 2 strony pracy stanowig przedstawienie dorobku naukowego Doktorantki.

Dysertacja doktorska Pani mgr Karoliny Zimmer napisana jest prawidlowo, pigkna
polszczyzna i dobrze si¢ ja czyta. Zawiera dopracowane rysunki i przejrzyste tabele. Nie zawiera zbyt
wielu btedow, jednak pojawity si¢ w niej pewne kwestie jezykowe, ktore z obowigzku recenzenta
chcialbym tutaj przedstawic.
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1. Doktorantka w calej pracy przyjeta termin ,konserwowany” / ,konserwatywny” w

odniesieniu do biatka, rejonu lub motywu, ktory jest stosunkowo niezmienny ewolucyjnie

1 wystepuje w podobnej formie u réznych organizméw/gatunkow/wirusoOw. Proponuje

rozwazy¢ uzycie w zamian sformutowania ,,zachowawczy”, np.

- str. 7 - wykaz skrotow — jest ,,CR — rejon konserwowany (ang. Conserved region)”, moja
propozycja ,,rejon zachowawczy”,

- str. 10 - streszczenie — jest ,,silnie konserwowane”, propozycja ,,silnie zachowawcze”,

- str. 16 — jest ,,wysoce konserwowany”, propozycja ,,wysoce zachowawczy”,

- str. 25 — jest ,,wysoce konserwatywnych miegjsc”, moze lepiej brzmiatoby ,,wysoce
zachowawczych miejsc”?

2. Doktorantka uzywata w wielu miejscach pracy frazy ,,czasteczki wirusowe”, czasem tylko
wymiennie ze stowem ,,czastki”, np.
- str. 15 - jest "Czasteczki wirusa", powinno by¢ "Czastki wirusa",
- str. 18 - legenda do Rys. 4 - jest ,,Model lipowiro-czastki”, natomiast na samym rysunku
jest ,,czasteczka lipowirusowa” - powinno by¢ w obu przypadkach ,,czastka”,
- str. 47 - jest ,zmodyfikowane czastki cholesterolu LDL”, powinno by¢
»zmodyfikowane czasteczki cholesterolu LDL”,
- str. 39 — jest ,,czasteczki wirusopodobne”, powinno by¢ ,,czastki wirusopodobne”,
- 1 tak w wielu miejscach pracy.

Nie jest to sformutowanie bledne, jednak w podreczniku ,,Wirusologia” pod red. A.
Gozdzickiej-Jozefiak, PWN, 2022, a takze w wieloletniej pracy dydaktycznej, przyjelismy stowo
»czastka” jako zarezerwowane w polskiej terminologii do pelnych czastek wirusowych, czyli
wirionow. Termin ten powinien by¢ zdaniem Recenzenta odrdzniony od slowa ,.czasteczka”
oznaczajacego molekule zwigzku chemicznego, substancji, biatka itp. Zdaje sobie sprawe, ze
moze nie by¢ to powszechnie przyjeta terminologia, jednak jako Recenzent pracy
rekomendowatbym na przysztos¢ takie uzycie.

3. Jako ,kalka” jezykowa z jezyka angielskiego lub pewien skrét myslowy od dtugiego juz
czasu w jezyku laboratoryjnym funkcjonuje btgedne wyrazenie ,.ekspresja biatek”, w
ktérym oczywiscie chodzi o ,,ekspresj¢ genow kodujacych biatka” i w ten sposdb powinno
by¢ uzywane, ewentualnie mozna mowi¢ o ,syntezie bialek” lub ,,produkcji biatek”.
Generalnie w pracy ten termin uzywany byl prawidlowo (,,produkcja biatka”), niestety w
kilku miejscach pracy Doktorantka nie ustrzegta si¢ tego btedu, np.

— str. 51 —jest ,,poziom ekspresji czasteczek MHC klasy I, powinno by¢ ,,poziom
syntezy/produkcji czasteczek MHC klasy 17,

— str. 52 - jest ,,pomiar poziomu ekspres;ji biatka reporterowego lucyferazy”, powinno
by¢ ,,pomiar poziomu syntezy/produkcji biatka reporterowego lucyferazy”

Doktorantka nie ustrzegla si¢ niestety w pracy innych drobnych bltedow — stylistycznych,
literowych czy interpunkcyjnych. Wymieni¢ niektore z nich jako przyktad, aby zwrdci¢ uwage na
mozliwe uniknigcie ich w przysztosci:
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— str. 14 - jest ,,Jest matym, ostonkowymym wirusem”, powinno by¢ ,,Jest matym, ostonkowym
wirusem”,

— str. 18 —jest ,,procesie wej$ciu wirusa do”, powinno by¢ ,,procesie wej$cia wirusa do”,

— str. 22 —jest ,,zardwno in vitro, jak i in vivo.”, powinno by¢ ,,zarowno in vitro, jak 1 in vivo.” -
in vitro / in vivo piszemy kursywa,

— str. 22 — jest ,,przetwarzaniu poliproteiny HCV porzez jej w 4 miejscach”, niezrozumiate,
powinno by¢ raczej ,,przetwarzaniu poliproteiny HCV poprzez jej cigcie w 4 miejscach”,

— str. 26 — jest ,,Udowodniono, ze ze konformacja” - powtorzenie ,,ze”,

— str. 29 — jest ,,wirusowe RNA jest wcigz wykrywalne”, powinno by¢ ,,wirusowy RNA jest
wciaz wykrywalny”,

— str. 31 - jest ,,w ostrej fazie zakazena”, powinno by¢ ,,w ostrej fazie zakazenia”,

— str. 34 —jest ,,rutynowo badan¢ pod katem”, powinno by¢ ,,rutynowo bada¢ pod katem”,

— str. 35 — jest ,,doprowadzito osiagniecia trwatej odpowiedzi”, powinno by¢ ,,doprowadzito do
osiagnigcia trwatej odpowiedzi”,

— str. 40 — jest ,,Szczepionka zawierajace rekombinowanego glikoproteiny”, powinno by¢
»Szczepionka zawierajgca rekombinowane glikoproteiny”,

— str. 43 —jest ,,wysiewano no na ptytki.”, powinno by¢ ,,wysiewano na ptytki.”,

— str. 50 — jest ,,ze $niezyczki przebi$niega (Galanthus nivalis agglutinin, GNA)” - nazwa
lacinska powinna by¢ pisana kursywa,

— str. 60 — ,,Bufor pluczacy sosowany w chromatografii”, powinno by¢ ,,Bufor pluczacy
stosowany w chromatografii”,

— str. 82 —jest ,,natozono lizaty komorkek”, powinno by¢ ,,natozono lizaty komorek™,

— str. 103 - jest ,,u kolejnych u 20 pacjentdow”, powinno by¢ ,,u kolejnych 20 pacjentow”.

Przedstawione powyzej Kkrytyczne uwagi i spostrzezenia nie wplywaja na koncowa
pozytywng i wysoka ocene pracy. Przedstawiona praca doktorska $wiadczy o tym, ze Pani mgr
Karolina Zimmer bardzo sprawnie porusza si¢ w wykorzystaniu szerokiej gamy technik
laboratoryjnych, a takze posiada ogromng wiedz¢ i umiej¢tno$¢ samodzielnego planowania i
krytycznej analizy wynikow badan.

Podsumowujac, praca doktorska Pani mgr Karoliny Zimmer jest bardzo ciekawa,
przedstawia wiele interesujacych nowych danych i aspektow, wnoszac duzy wklad w rozwdj
wirusologii, szczepionek wirusowych i lekéw przeciwwirusowych. Na szczegdlne podkreslenie
zashuguje konstrukcja chimerycznych heterodimeréw glikoprotein E1E2 i ich produkcja w komadrkach
ssaczych, co jest duzym sukcesem. Glownym osiggnigciem pracy jest wykryta korelacja migdzy
nieprawidlowa glikozylacjg biatka E2 HCV, a brakiem odpowiedzi na terapi¢ skojarzong interferonem
i rybawiryna u leczonych pacjentdow od ktorych pobierane byly proby. Niestety, jak sama Autorka
wskazuje, liczba analizowanych probek byla zbyt mata, aby stwierdzi¢, ze brak glikanow jest
bezposrednio zwigzany z obserwacjami klinicznymi. W zwigzku z tym konieczne sg dalsze badania
glikozylacji biatek wirusowych w izolatach od pacjentow leczonych przeciw HCV. Pozwoli to na
potwierdzenie, ze wykryte zmiany w glikozylacji bialek wirusowych przyczyniaja si¢
prawdopodobnie do mniejszej zdolno$ci uktadu immunologicznego do wykrywania powstatych w ten
sposob ,,wariantow ucieczkowych” wirusa. Wiedza ta moze natomiast przyczyni¢ si¢ do opracowania
skutecznej szczepionki przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu C.
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Oswiadczam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Karoliny Zimmer
spetnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) i wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Biotechnologia
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego o przyjecie tej rozprawy i dopuszezenie Pani mgr Karoliny Zimmer do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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