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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marty Zimnej zatytulowanej:
Rekombinowane czastki wirusopodobne wirusa kleszczowego zapalenia mézgu
produkowane w systemie ekspresyjnym Leishmania tarentolae jako potencjalny antygen
szczepionkowy

Rozprawa doktorska mgr Marty Zimnej dotyczy otrzymania i uzycia
rekombinowanych czastek wirusopodobnych (VLPs), jako antygenéw do opracowania
szczepionki przeciw kleszczowemu zapaleniu moézgu (TBEV). Badania zostaly
przeprowadzone w Zakladzie Szczepionek Rekombinowanych Migdzyuczelnianego
Wydzialu Biotechnologii, Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, jednostce, ktora posiada wieloletnia, dobrze udokumentowang tradycj¢ badan
nad wykorzystaniem VLPs, jako antygendow szczepionkowych. Tematyka pracy wpisuje si¢ w
bardzo aktualny kierunek badan jakim jest opracowanie skutecznych narzedzi
immunoprofilaktyki w odniesieniu do choréb zakaznych wywolywanych przez wirusy
przenoszone przez kleszcze. Jest tez proba odpowiedzi na wyzwania zwigzane ze znaczacym
wzrostem zachorowan na kleszczowe zapalenie mozgu u ludzi, co zwigzane jest z globalnymi
zmianami klimatu. Stad podjecie badan nad opracowaniem szczepionki przeciw TBEV,
opartej o rekombinowane czastki wirusopodobne, jest zadaniem jak najbardziej
uzasadnionym i aktualnym.

Praca doktorska oparta jest o trzy opublikowane recenzowane artykuty naukowe, w
ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem:

1. Zimna M., Krol E. Leishmania tarentolae as a platform for the production of vaccines
against viral pathogens. NPJ Vaccines, 9 (1):212, 2024.

2. Zimna M., Brzuska G., Salat G., Svoboda P., Baranska K., Szewczyk B., Ruzek D,
Krol E. Antiviral research, 209, 105511, 2023.

3. Zimna M., Brzuska G., Salat G., Ruzek D, Krol E. Influence of adjuvant type and
route of administration on the immunogenicity of Leishmania-derived tick borne
encephaliris virus-like particles — A recombinant vaccine candidate. Antiviral
research, 228, 105941, 2024.

Rozprawa doktorska sklada si¢ z dwoch glownych czesci: polskojezycznej czgsci
zawierajacej formalne elementy rozprawy doktorskiej oraz czesci zawierajgcej teksty trzech
publikacji w jezyku angielskim, bedacych podstawa ocenianej rozprawy doktorskiej,
wzbogacone o materialy dodatkowe. Zawartos¢ merytoryczna tych publikacji jest zgodna z



tytutem pracy doktorskiej, w zwiazku z czym rozprawa ta spetnia formalny warunek
polegajacy na spojnosci tematycznej prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego.

Ocena rozprawy doktorskiej opartej o opublikowane, szczegdlnie w dobrych
czasopismach naukowych, artykuly jest zawsze zadaniem trudniejszym niz ocena
nieopublikowanej monografii. Recenzenci tych czasopism z pewnoscig dokonali wnikliwej i
krytycznej oceny wynikéw przedstawionych w zamieszczonych w rozprawie publikacjach,
dlatego chcialbym jedynie zwrdci¢ uwage na znaczenie tych wynikéw, jak i sposob ich
przedstawienia. Zaréwno informacja zamieszczona w pracach oryginalnych jak i dotgczone
do dokumentacji o$wiadczenia wspolautoréw publikacji wyraznie wskazujg, ze doktorantka
odegrata wiodaca role w zaplanowaniu i przeprowadzeniu badan oraz opracowaniu wynikow i
przygotowaniu manuskryptow prac. Prace doswiadczalne stanowigce rozprawg doktorska
powstaly we wspélpracy z wiodacym w zakresie badan nad TBEV osrodkiem w Czechach i
we wszystkich tych publikacjach Pani Mgr Zimna jest wiodacym autorem, co niewgtpliwie
$wiadczy o jej umiejetnosci wspdtpracy w ramach migdzynarodowej wspdlpracy i stanowi
dobrg prognoze dla Jej dalszego rozwoju naukowego.

Pierwsza publikacja (praca nr 1) jest praca przegladows i zawiera bardzo szeroki i gigboki
przeglad literatury dotyczacej wykorzystania pierwotniaka Leishmania tarentolae do
produkcji antygendw szczepionkowych dla roznych wiruséw. W pracy przedstawiona zostata
aktualna wiedza na temat charakterystyki systemu ekspresyjnego opartego na L.tarentolae w
poréwnaniu do innych systeméw takich jak bakterie, drozdze, komérki owadzie czy komorki
ssakow. Podkreslone zostaly szczegdlne cechy tego systemu zwigzane z duza wydajnoscig
syntezy bialek, mozliwoscia obrobki potranslacyjnej czy glikozylacja biatek. W pracy
przedstawiono i oméwiono rowniez przyklady zastosowan antygenéw wirusowych
produkowanych przez L.tarentolae oraz innowacyjne wykorzystanie tego pierwotniaka jako
zywego i inaktywowanego wektora szczepionkowego. Tabela 2 w tej publikacji jest dobrym
udokumentowaniem takich zastosowywan. Artykul jest wyczerpujacym i wartoSciowym
kompendium wiedzy o réznych mozliwosciach wykorzystania L.tarentolae do produkcji
biatek antygenowych wiruséw, co w kontekscie zakresu tematycznego pracy doktorskiej jest
znaczacym elementem. Napisanie dobrej publikacji przeglagdowej wymaga doswiadczenia,
szerokiej wiedzy, umiejetnosci w doborze i selekcji prac zrédlowych (literatura do tego
artykutu zawiera 71 dobrze dobranych pozycji), co zawsze $wiadczy od dojrzatosci naukowej
autora.

Pozostate dwie prace wchodzace w skiad rozprawy doktorskiej sg juz pracami oryginalnymi,
odzwierciedlajgcymi badania przeprowadzone przez Doktorantke.

W pracy numer 2 Doktorantka zaprojektowata konstrukty plazmidowe i uzyskafa ekspresj¢
biatek TBEV w systemie L. tarentolae oraz scharakteryzowala te biatka. Uwaga skupiona
zostala na bialkku E i prM/M TBEV, ktoére posiadaja zdolnos¢ tworzenia czgstek
wirusopodobnych po ekspresji gendw je kodujacych w komorkach eukariotycznych. Efektem
tych badan bylo wykazanie produkcji i sekrecji obydwu biatek w komérkach L. tarentolae
oraz potwierdzenie, ze uzyskiwane rekombinowane biatka sktadajg si¢ w czastki
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wirusopodobne. Na uwage zashuguje innowacyjne wprowadzenie sekwencji peptydu P2A ze
$winskiego teschowirusa-1, co niewatpliwie wydajnie zwigkszylo tworzenie VLPs. Nastepnie,
uzyskane VLPs poddane zostaty wielokierunkowej analizie funkcjonalnej, co jest krytyczne
biorac pod uwage przyszle ich wykorzystanie, jako antygendéw szczepionkowych. Dwa
zaproponowane i przeprowadzone przez Doktorantke kierunki badan tj. badania zwigzane z
oceng wlasciwosci antygenowych uzyskanych biatek oraz badaniem ich immunogennosci
uwazam za wystarczajace aby oceni¢ potencjal otrzymanych biatek, w perspektywie ich
wykorzystania jako antygenow szczepionkowych. W mojej ocenie najwazniejszym
osiagnieciem tych badan bylo wykazanie, ze otrzymane VLPs indukujg wysokie miana
przeciwcial neutralizujagcych dla TBEV u immunizowanych myszek oraz wyniki
doswiadczenia typu ,,challenge”, ktére faktycznie potwierdzity wlasciwosci ochronne VLPs,
zastosowanych jako immunogen.

W pracy numer 3 Doktorantka podjeta si¢ zbadania wptywu réznych adiuwantéw oraz drogi
podania biatek rekombinowanych na immunogenno$¢ VLPs, a takze scharakteryzowata
odpowiedz immunologiczng dla réznych wariantéw immunizacji. Wykorzystujgc analogiczny
jak w poprzedniej pracy model do$wiadczalny oparty na myszach immunizowanych VLPs
Doktorantka wykazata, ze najbardziej zrébwnowazona odpowiedz immunologiczng , w sensie
udzialu odpowiedzi Th1/Th2, uzyskano przy zastosowaniu adiuwantu Alhydrogel® w
polaczeniu z MPLA, przy podaniu domigéniowym. Wykazata takze, ze zastosowanie VLPs w
polaczeniu ze wszystkimi stosowanymi adiuwantami generowalo znacznie silniejsza
odpowiedz przeciwcial neutralizujacych niz w przypadku immunogenu bez adiuwantu, przy
czym profil odpowiedzi przeciwcial neutralizujacych byl poréwnywalny przy zastosowaniu
trzech roznych typéw TBEV.

Wszystkie powyzsze prace wilaczone do rozprawy Pani mgr Marty Zimny zostaly
opublikowane w miedzynarodowych czasopismach o znaczacym wskazniku oddzialywania
(IF : 5.2; 4.5), czgsto cytowanych w badaniach z obszaru wirusologii. Tworzg spdjng catos¢,
sktadajaca sie tematycznie, tworzac cykl badan zwigzanych z opracowaniem prototypu
szczepionki przeciwko TBEV, opartej na rekombinowanych czastkach wirusopodobnych.
Podjecie takiego tematu wymusito konieczno$¢ przeprowadzenia réznorodnych obserwacji
odnoszacych sie do optymalizacji wieloetapowego procesu otrzymywania i oczyszczania
VLPs TBEV, wyboru odpowiednich adiuwantéw i badania wlasciwosci antygenowych i
immunogennych uzyskanych bialek. Zwraca uwage bardzo zaawansowana i zr6znicowana
metodyka badan zastosowana w tych pracach, od metod z zakresu biologii komorki do
technik molekularnych i bioinformatycznych. Trzeba podkresli¢, ze jakkolwiek wigkszos¢ z
tych metod byla dostepna w laboratorium Zakltadu Szczepionek Rekombinowanych, ktory
posiada dtugg i bogatg tradycj¢ badan nad czastkami wirusopodobnymi, to Doktorantka
musiata zoptymalizowaé te metody na potrzeby wiasnych badan. Dlatego doceni¢ tu trzeba
niewatpliwie duzy udzial Doktorantki w metodycznej czg¢$ci pracy.

Analiza wynikéw prac do$wiadczalnych sklania mnie do zadania pytan, nie z obowigzku
recenzenta, ale raczej z ciekawosci naukowe;.



Prositbym o wyjasnienie dlaczego w tescie ELISA, opisywanym w publikacji numer 1 i 2,
uzyto jako antygen VLPs produkowane w systemie komorek ssaczych, w komorkach
HEK293T, a nie VLPs produkowane przez L. tarentolae.

Zastanowil mnie rdwniez fakt relatywnie wysokich wartosci uzyskanych w tescie ELISA, w
badaniu surowicy krwi myszek traktowanych jedynie PBS z dodatkiem adiuwantu Adda/Vax,
w poréwnaniu do badania surowic od myszek traktowanych VLPs. Dane te zestawiano na
rycinie 5, w publikacji numer 1. Podobna sytuacja jest widoczna w badaniu z zastosowaniem
proteiny E, jednak nie byla obserwowana w badaniu surowicy krwi testem komercyjnym.
Prositbym o wyjasnienie.

Integralng czescia pracy doktorskiej jest opracowana w jezyku polskim kompilacja publikacji
wchodzacych w sklad rozprawy. Opatrzona jest ona obszernym wstepem, w ktorym
Doktorantka przedstawita szeroki przekrd) zagadnien uwzgledniajacych klasyfikacje
taksonomiczng TBEV, biezacg sytuacje epidemiczng zwigzang z zakazenia tym wirusem,
scharakteryzowata organizacje genomu wirusa, cykl replikacyjny i patogeneze zakazen.
Skupila tez uwage na dwoch zagadnieniach, istotnych z punktu widzenia badan bgdacych
przedmiotem pracy. Przedstawita budowg i funkcje biatek prM/M i E oraz ich znaczenie w
indukowaniu odpowiedzi immunologicznej dla TBEV oraz omowita, co jest bardzo
warto$ciowe w mojej ocenie, budowe i zastosowanie czastek wirusopodobnych, jako
potencjalnych antygenéw szczepionkowych. Dobrym rozwigzaniem sg tu schematy
przedstawione na rycinach 1, 2 i 3. Cel pracy zostat doktadnie przedstawiony w postaci pigciu
zadan badawczych, a dla utatwienia zapoznania si¢ z artykulami skladajgcymi si¢ na rozprawg
doktorska, Doktorantka zamiescila tez dokladny opis kazdej z prac eksperymentalnych,
przedstawiajacy gléwne wyniki i metodyke zastosowana w pracy, a takze cel i uzasadnienie
podjetych badan.

W rozprawie zamieszczono tez streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wnioski
koficowe. Bardzo pomocny przy czytaniu pracy jest doktadny spis skrétow, co ulatwia
zrozumienie tekstu. Nalezy zaznaczyé, ze wspdtczesna biologia i biologia molekularna, tak
jak inne dziedziny nauk biomedycznych, oparta jest w ogromnym stopniu na akronimach,
ktére z jednej strony utatwiajg i przyspieszaja komunikacje, ale z drugiej strony wymagaja ich
dobrej znajomosci. Lista publikacji liczy 94 pozycje i wszystkie z nich nalezy okresli¢ jako
bardzo dobrze dobrane. Na podkreslenie zastuguje to szczegélnie w dzisiejszych czasach,
gdy swobodny dostep do elektronicznych baz danych sklania czgsto autoréw do
zamieszczania nadmiernej liczby cytowan. Ograniczenie liczby cytowani $wiadczy z kolei o
umiejetnosci ich krytycznej oceny i docenieniu tych najwazniejszych. Praca napisana jest
bardzo poprawnym jezykiem, przejrzyécie sformulowana, starannie zredagowana, do
publikacji dolaczono komplet wszystkich szczegélowych danych uzupelniajacych
(supplementary data) co ulatwia pracg recenzenta, ale takze stanowi w moim odczuciu
odzwierciedlenie podejscia Doktorantki do problemu naukowego i Jej osobowosci jako
samodzielnego badacza.



Mam zaledwie kilka uwag dotyczgcych tej czgsci pracy, ktére nie zmieniajg mojej wysokiej
oceny pracy doktorskiej:

Str. 15, 1.12 od gory — uzyto okreSlenie zagrozeniem epidemiologicznym, a powinno by¢
zagrozeniem epidemicznym.

Str.22, 1. 5 od goéry — uzyto okreslenia po ugryzieniu (kleszcza), a raczej powinno by¢ po
ukaszeniu lub uktuciu

Str.25, 1.7 od géry — uzyto okreslenia zwalczania wirusow wewnatrzkomorkowych, w
kontekscie aktywnosci limfocytow T cytotoksycznych. Wydaje sie, ze zasadne byloby uzycie
okreslenia niszczenie komorek zakazonych wirusem.

Str.32, 1.3 od dolu — uzyto okreSlenia odpowiedz sluzéwkowa, a powinno by¢ raczej
odpowiedz ze strony bton §luzowych.

Oceniana praca jest waznym opracowaniem mogacym przyczyni¢ si¢ do optymalizacji
procesu projektowania i otrzymywania antygendw szczepionkowych przeciw wirusowi
kleszczowego zapalenia mézgu na bazie VLPs. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr
Marty Zimnej pt. Rekombinowane czastki wirusopodobne wirusa kleszczowego zapalenia
mézgu produkowane w systemie ekspresyjnym Leishmania tarentolae jako potencjalny
antygen szczepionkowy. odpowiada warunkom okreslonym w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2022r. poz. 574 ze zm.)
i przedstawiam Radzie Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii, Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie mgr Marty

Zimnej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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