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Wstep

Zakazenie HCV pozostaje istotnym problemem klinicznym dotykajacym 46-76 milionow
0sOb ze znaczaca liczbg nowych zakazen rocznie. Od roku 2011 w terapii antyretrowirusowej
funkcjonuja bezposrednio dzialajace preparaty przeciwwirusowe — inhibitory proteazy (NS3),
inhibitory polimerazy (NS5B) oraz inhibitory biatka dodatkowego NS5A, aktualnie
najczesciej o charakterze pangenotypowym (o funkcji przeciwwirusowej niezaleznej od
genotypu wirusa). Niemniej terapie przeciwwirusowe pegylowanym interferonem z
rybawiryng (PeglFN/RBV) stanowity przez wiele lat podstawg terapii, 1 do niedawna byty
stosowane w grupie osob niepetnoletnich z powodu ograniczen rejestracyjnych i
systemowych zwigzanych z programem terapeutycznym. Dzieci pozostaja szczegdlng grupa
wsrdd osob z aktywnym HCV, najcze$ciej zakazonymi drogg wertykalng, problem zakazen w
tej populacji jest istotny w krajach wysokiej czestosci wystepowania zakazen HCV takich jak
Egipt czy Pakistan.
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Pomimo strategii WHO dotyczacej eliminacji tego zakazenia z celami okreslajacymi 90%
redukcje nowych zakazen oraz $§miertelnosci o 65% do roku 2030 (w poréwnaniu do roku
2015), cel ten w wielu krajach bedzie trudny do osiagniecia, co jest zwigzane z ograniczonym
dostgpem do terapii przeciwwirusowych, migracja (takze wojenng) oraz nowymi transmisjami
w grupach na przyktad zwigzanych ze zjawiskiem chemseksu w grupach mezczyzn majacych
kontakty seksualne z me¢zczyznami. Z tego powodu zakazenie HCV pozostaje kluczowym
problemem badawczym nie tylko w kontekscie transmisji ale rowniez skutecznos$ci leczenia.
Problem zmiennosci czgstek wirusowych u 0séb nieodpowiadajgcych na leczenie pozostaje
problemem kluczowym takze w konteks$cie zrozumienia ewolucji wirusa w kontekscie
ewentualnych prac nad szczepionka. Prace takie pozostaja zasadne jako czgs¢

wielokierunkowej strategii eliminacyjne;j.

W ocenianej pracy doktorskiej Pani magister Karolina Zimmer podejmuje si¢ doglebne;j,
precyzyjnej 1 wielokierunkowej oceny zmienno$ci i funkcji dwoch glikoprotein ostonkowych
HCV — E1 1 E2, wlaczajac szczegdtowe analizy genetyczne, wzoru glikozylacji oraz
funkcjonalne zwigzane z rozpoznaniem epitopoéw przez przeciwciata neutralizujace. Grupa
badang byta kluczowa grupa dzieci leczonych pegylowanym interferonem w skojarzeniu z

rybawiryng z analizami podgrup zaleznie od odpowiedzi na to leczenie.

Sam zakres pracy doktorskiej oceniam bardzo wysoko, jako poznawczo istotne analizy z
istotnym wktadem w nauke dotyczaca zmiennosci wirusowej szczegolnie w konteks$cie
ucieczki przed presja selekcyjng terapii. Poznanie tych mechanizmoéow przektada si¢ na
poprawe zrozumienia ewolucji molekularnej HCV i daje podstawe nad dalszg praca nad

funkcja neutralizujaca istotng dla opracowania szczepionki profilaktyczne;.
Ocena metodologiczna

Praca doktorska liczy 132 strony. Uktad pracy jest typowy ze stosownym wykazem skrotow,
streszczeniami w jezyku polskim 1 angielskim, obszernym wstgpem, jasno sprecyzowanymi
celami pierwszo 1 drugorzedowymi, szczegétowa metodologia opisujaca zastosowane techniki
badawcze, opis wynikow wraz z ich podsumowaniem, zwiezla dyskusje oraz szeroka
bibliografie. Ostatnig cz¢scig pracy jest podsumowanie dorobku naukowego. Nalezy
podkresli¢, ze czes$¢ przedstawionych wynikdw ocenianej pracy doktorskiej zostata juz
opublikowana (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 Mar 15,13(3):256. doi: 10.3390/pathogens13030256.
PMID: 38535599; PMCID: PMC10974529) co cementuje jej wartos¢ naukowa.

Ocena merytoryczna pracy

Merytoryczna czg$¢ pracy rozpoczyna si¢ precyzyjnym wstgpem opisujacym nie tylko
ogolnie strukture i zmienno$¢ genetyczng genomu HCV oraz cykl replikacyjny tego wirusa,
ale réwniez skrot zagadnien epidemiologicznych oraz podstawy terapii z rysem historycznym
1 obecnym standardem opieki. Autorka szczegotowo opisuje funkcje kluczowych biatek
bedacych podstawa analiz prezentowanych w pracy doktorskiej (E1 1 E2) a takze przejrzyscie
rozwija aspekty odpowiedzi immunologicznej przeciwko HCV z aspektami zmienno$ci
wirusa bedacymi podstawg ucieczki przed mechanizmami obronnymi. Wstep pracy
doktorskiej wienczy podsumowanie prob opracowania szczepionki przeciw HCV wraz z
opisem zasad ich dziatania oraz ograniczen. Wstep jest warto§ciowy, napisany ciekawie i
przystepnie $wiadczy o szerokiej wiedzy i merytorycznym przygotowaniu doktorantki do

prowadzonych prac.

Cele pracy sg sformutowane przejrzyscie — celem nadrzednym pracy jest badanie zaleznosci
pomiedzy zmiennoS$cig genetyczng biatka E2 HCV a skutecznos$cig leczenia PegIFN/RBV

uzupetnionym o cel analiz wzoru glikozylacji tego bialka.

W czgsci metodologicznej autorka bardzo precyzyjnie opisuje wszystkie metody zastosowane
w pracy. Metodologia jest wielokierunkowa i obejmuje szerokie zastosowanie technik
bedacych podstawa w wirusologicznych badaniach laboratoryjnych witaczajac przygotowanie
linii komorek bakteryjnych, prace z DNA (w tym techniki amplifikacji, klonowania,
konstrukcje¢ chimerycznych heterodimerdéw glikoprotein, izolacj¢ DNA, odpowiednie
trawienie oraz techniki wizualizacyjne. Kolejna cz¢scia metodologii jest opis technologii prac
z biatkami wlaczajac techniki elektroforetyczne, Western-Blottingu, ELSIA, ale rowniez
pomiary infekcyjnosci; autorka pracy wykonywata rowniez badania z zastosowaniem hodowli
komoérkowych do produkeji pseudoczastek HCV. Opisane sa nawet materiaty zastosowane w
technologiach badawczych, co jest cennym, cho¢ niekoniecznym uzupetieniem metodologii.

Metodologicznie praca doktorska jest przeprowadzona wzorowo i odpowiada celom pracy.

Wyniki pracy sa spdjne. Rozdzial ten rozpoczyna opis amplifikacji materiatu genetycznego
oraz konstrukcji chimerycznych heterodimeréw glikoprotein E1i E2. Szczegolowo

przedstawiona jest charakterystyka pacjentow od ktorych pozyskano probki wraz z danymi na



temat skutecznosci terapii. Jednym z kluczowych wynikow badan jest rekonstrukcja
filogenetyczna powigzan sekwencji pseudotypow wirusowych od pacjentéw z i bez
odpowiedzi na leczenie PeglFN/RBV. Interesujace jest, ze w rekonstrukcjach tych
uwidoczniono wyraznie wigksze zréznicowanie generyczne pseudoszczepow HCV u dzieci
leczonych skutecznie, podczas gdy u oséb ktore nie odpowiedzialy na leczenie zmiennos$¢
genetyczna byla istotnie mniejsza. Wynik ten jest elegancko odzwierciedlony na drzewach
filogenetycznych ktére wartosciowo odzwierciedlaja opisywang ewolucje wirusowa.
Kolejnym waznym metodologicznie wynikiem (cho¢ opis procesu technologicznego
rekonstrukcji heterodimeru E1/E2 nalezatoby raczej umiesci¢ w metodologii) jest ocena
wielkos$ci glikoproten E1 1 E2 z glikoproteinami E2 uzyskanymi od os6b niecodpowiadajacych
na leczenie posiadajagcymi mniejsza mase¢ czasteczkowa, co sktonito autorke pracy do
konkluzji o zmienionej glikozylacji tego biatka. Zmiana charakteru glikozylacji E2
pochodzacych od 0sob ktore nie odpowiedziaty na leczenie potwierdzono analiza poziomu
aminokwasowego z utratg miejsc N glikozylacji oraz zmniejszeniem sily wigzania lektyny

GNA co potwierdzito nieckompletno$¢ procesu N glikozylacji.

Kolejnym etapem pracy byla analiza sity wigzania heterodimeréw E1/E2 do receptora CD81,
bedacym jednym z receptorow dla HCV obserwujac dos¢ duzg zmienno$¢ wydajnosci
wigzania z tym receptorem. W wigkszos$ci przypadkoéw z probek uzyskanych od osob ktore
nie odpowiedziaty na leczenie sila wigzania heterodimeru bylta nizsza, co jest w samo w sobie
ciekawym wynikiem bgdacym podstawg do poszukiwania alternatywnego wyjasnienia
propagacji czastek wirusowych w przypadku nieskutecznosci wirusowej, niezaleznie od

wigzania z CD8]1.

Autorka pracy doktorskiej analizowala réwniez funkcj¢ fatdowania biatka E2 w zaleznosci od
glikozylacji poprzez analizy z wykorzystaniem przeciwciat konformacyjnych uzyskujac
potwierdzenie gorszego wigzania przeciwciat biatek z mutacjami we wzorze glikozylacji
konkludujac o mozliwosci istnienia krazacych wariantow ucieczkowych (escape
quasicpecies) nawet przed rozpoczeciem leczenia, co jest kolejnym waznym wynikiem pracy.
Z drugiej strony nie potwierdzono zmian ekspresji MHC I zwigzanego z analizowang

zmiennos$cig E2.

Wyniki zwigzane ze zmiennoscig glikozylacji weryfikowano na wigkszej grupie sekwencji
(n=100, baza euHCVdb) obserwujac zmian¢ miejsca glikozylacji w 1.5%-5.3% sekwencji co

potwierdza heterogenno$¢ szczepdéw wirusowych krazacych populacyjnie.



Ostaniem wynikiem pracy bylo sprawdzenie poziomu infekcyjnosci pseudoczastek
wirusowych zawierajacych analizowane glikoproteiny E1/E2 nie ujawniajac r6znic w

zakazno$ci.

Kluczowe wyniki zostaly zgrabnie podsumowane w odrgbnej sekcji pracy doktorskiej,
podkreslajac jej wkiad metodologiczny 1 naukowy w zrozumienie zmiennosci glikoprotein E1
1 E2 HCV zwiazanych z nieskutecznoscig wirusowg terapii PegIFN/RBV stanowiac

jednoczes$nie wnioski z pracy.

Dyskusja jest zwigzta 1 spojna, prezentujac uzyskane wyniki w kontekscie prac innych grup
badawczych i nie budzi watpliwosci bedac prawidtowo podsumowana i powigzana z

pisSmiennictwem.
Podsumowanie

Przedstawiona praca doktorska mgr Karoliny Zimmer pod tytutlem "Analiza zmiennosci
genetycznej glikoproteiny E2 wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) u pacjentow poddanych
terapii interferonem alfa z rybawiryng" jest praca o bardzo wysokiej wartosci merytoryczne;j.
Jest to praca wielokierunkowa, doktadna 1 przeprowadzono wzorowo metodologicznie.
Stanowi istotny wktad naukowy w zrozumienie zmiennosci genetycznej i jej przetozenia na
funkcje 1 glikozylacje biatek otoczki tego wirusa, analizy pozostaja aktualne w kontekscie
mozliwego tworzenia szczepionki przeciw HCV. Wyniki pracy zostaty opublikowane w
jednej pracy naukowej ze wspotczynnikiem wptywu na poziomie 3.3 punktu Impact Factor.

Rzetelno$¢ naukowa pracy zastuguje na wyrdznienie.

W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ z uprzejma prosba do Rada Dyscypliny
Biotechnologia z Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego
oraz Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Karoliny Zimmer do
dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz wnioskuje o nadanie jej najwyzszego
przewidzianego regulaminem Uczelni wyr6znienia (summa cum laude), na ktére ta praca z

pewnoscia zastuguje.
Uzasadnienie wyro6znienia pracy doktorskiej

Elementy rozprawy stanowigce o jej wyrozniajagcym charakterze dotycza autorskich
opracowan metodologicznych amplifikacji regionu E1/E2 HCV oraz analiz filogenetycznych

odzwierciedlajacych roéznice w zmiennosci wirusa w grupach odpowiadajacych i1



niedopowiadajacych na leczenie przeciwwirusowe, skonstruowania panelu chimerycznych
heterodimeréw dla precyzyjnych analiz strukturalnych i funkcjonalnych — metodologicznie
jest to praca na najwyzszym S$wiatowym poziomie. Wyniki pracy sg rowniez niezwykle
wartosciowe w kontekscie analiz ucieczki przed presja selekcyjng lekéw stosowanych w
leczeniu HCV, a takze zawieraja bardzo ciekawe i nowatorskie analizy wigzace wzor
glikozylacji E2 z konformacja tego biatka i sita wigzania z receptorem CD81. Rozprawa
zostata w cze$ci opublikowana w prestizowym czasopismie naukowym, a Doktorantka jest

pierwszym autorem w tej publikacji.
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