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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Zimnej

Niniejsza recenzja rozprawy doktorskiej zostata przygotowana w odpowiedzi na
pismo Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego,
dr hab. Mariusza Grinholca z dnia 9 stycznia 2025 roku. Przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska ,Rekombinowane czastki wirusopodobne wirusa kleszczowego
zapalenia mézgu produkowane w systemie ekspresyjnym Leishmania tarentolae jako
potencjalny antygen szczepionkowy” zostata przygotowana przez mgr Marte Zimng
pod kierunkiem dr hab. Eweliny Krél, prof. UG. Badania zostaty przeprowadzone w
Zaktadzie  Szczepionek  Rekombinowanych  Miedzyuczelnianego  Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Marty Zimnej zostata przygotowana w jezyku polskim,
obejmuje ponad 70 stron i ma spdjng oraz logiczng strukture. Sktada sie ze
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykazu skrétow, wprowadzenia, celow
badawczych, trzech publikacji stanowigcych gtéwne dzieto, podsumowania,
wnioskéw koncowych oraz bibliografii. Nalezy zauwazy¢, ze zawarcie w spisie tresci
danych szczegdétowych publikacji, wigczajgc w to identyfikatory DOI jest nadmiarowe
i obniza jego przejrzystosé. Oprocz czesci merytorycznych w pracy zawarto réwniez
informacje dotyczgce samej doktorantki oraz jej realnego udziatu w poszczegolnych

pracach.

Ocena merytoryczna
Rozprawa doktorska mgr Marty Zimnej koncentruje sie na produkcji i
charakterystyce rekombinowanych czgstek wirusopodobnych (VLPs) wirusa

kleszczowego zapalenia mézgu (TBEV), wykorzystujgc system ekspresyjny oparty na
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komoérkach pierwotniaka Leishmania tarentolae. Wykorzystanie tego typu
organizmow modelowych jest korzystne, poniewaz stanowi sensowny kompromis
pomiedzy jakoscig uzyskiwanego materiatu, a wydajnoscig ekspresji. Chociaz tylko
komorki ssacze umozliwiajg produkcje biatek o identycznych wzorcach glikozylacji
jak w natywnych wirusach, to koszt takiej produkcji jest bardzo wysoki, a jej
efektywnos¢ niska. Praca jest ciekawa ze wzgledu na swojg wartosé
biotechnologiczng. Jednak tematyka pracy jest istotna takze z punktu widzenia
ochrony zdrowia publicznego, ze wzgledu na rosngce zagrozenie epidemiologiczne
wirusem TBEV, ktory powoli, ale skutecznie zwieksza swoj zasieg terytorialny.
Ostatnie doniesienia wskazujg, ze stat sie on powszechny nawet w krajach takich jak
Wielka Brytania, gdzie wczesniej nie wystepowat endemicznie. Obecnie dostepne
szczepionki wymagajg podania trzech dawek w ciggu roku. Taki schemat jest
ucigzliwy i czesto przerywany, dlatego wprowadzenie nowych formulacji
umozliwiajgcych immunizacje np. po podaniu tylko jednej dawki bytoby korzystne.

Przedtozona praca opiera sie na trzech publikacjach naukowych, opublikowanych
w recenzowanych czasopismach o wysokiej pozycji: jedna praca w NPJ Vaccines
oraz dwie prace w Antiviral Research. Publikacja pierwsza ma charakter
przegladowy, wprowadzajgcy platforme ekspresyjng opartg na L. tarentolae, podczas
gdy dwie pozostate prace przedstawiajg wyniki badan eksperymentalnych
zwigzanych z immunogennoscig VLPs TBEV.

W pierwszej pracy pt. ,Leishmania tarentolae as a platform for the production of
vaccines against viral pathogens” autorka omawia zastosowanie L. tarentolae jako
nowej platformy do produkcji antygendw wirusowych wykorzystywanych w
szczepionkach. Podczas, kiedy tradycyjne systemy ekspresji biatek, oparte na
komoérkach ssakéw, drozdzy czy bakterii, majg swoje ograniczenia, takie jak wysokie
koszty produkcji, potencjalna immunogennosé niepozadanych elementéw czy
trudnosci w uzyskaniu odpowiednich modyfikacji potranslacyjnych, L. tarentolae
wydaje sie by¢ bezpieczng, niskokosztowag i wydajng alternatywg. W pracy
przedstawiono przeglad badan dotyczgcych wykorzystania komorek pierwotniaka do
produkcji antygendéw pochodzgcych od patogendw, takich jak wirus grypy, wirus
zapalenia watroby typu C (HCV), wirus brodawczaka ludzkiego (HPV) czy SARS-CoV-
2. Omoéwiono rowniez mozliwos¢ zastosowania L. tarentolae jako wektora w

szczepionkach zywych. Cho¢ takie zastosowanie wydaje sie nieoczywiste, warto

Strona2z5



zauwazy¢, ze pierwotniak ten moze kierowa¢ sie do komoérek dendrytycznych i
tkanek limfatycznych, gdzie efektywnie moze stymulowaé¢ produkcje interferonu
gamma (IFN-y) i indukowa¢ silng odpowiedz zalezng od limfocytéw T. Co wazne, L.

tarentolae nie namnaza sie w komodrkach dendrytycznych i ulega szybkiej eliminaciji.

Prace doswiadczalne obejmujg funkcjonalng charakterystyke biatek
strukturalnych prM i E, ocene immunologiczng VLPs oraz wptyw adiuwantu na
skutecznos¢ potencjalnej szczepionki.

Pierwsza z prac eksperymentalnych, ,Functional characterization and
immunogenicity of a novel vaccine candidate against tick-borne encephalitis virus
based on Leishmania-derived virus-like particles”, przedstawia funkcjonalna
charakterystyke oraz immunogennos¢ czasteczek VLP zbudowanych na bazie biatek
TBEV produkowanych w L. tarentolae. W badaniu wykazano, ze L. tarentolae jest
efektywnym i wydajnym systemem do produkcji VLP, ktére sg immunogenne.
Rekombinowane biatka strukturalne TBEV (prM/M i E) byly dobrze rozpoznawane
przez przeciwciata neutralizujgce w analizach in vitro. Immunizacja myszy czastkami
VLP w potagczeniu z adiuwantem AddaVax prowadzita do produkcji wysokich
poziomow przeciwciat neutralizujgcych, a eksperyment z materiatem zakaznym
wykazat ochrone przed zgonem zwigzanym z zakazeniem TBEV u myszy. Wyniki
sugerujg, ze VLP pochodzace z opisanego systemu mogg by¢é w przysztosci
rozwazane jako platforma do opracowania szczepionki dla ludzi.

Druga z prac eksperymentalnych, ,Influence of adjuvant type and route of
administration on the immunogenicity of Leishmania-derived tick-borne encephalitis
virus-like particles — A recombinant vaccine candidate”, ocenia wptyw rodzaju
adiuwantu oraz drogi podania na immunogennos¢ VLPs TBEV produkowanych w
systemie ekspresyjnym L. tarentolae. W badaniu poréwnano dwa adiuwanty:
AddaS03™ (analog AS03®) oraz kombinacji Alhydrogel® (wodorotlenek glinu) i MPLA
(monofosforylowy lipid A, analog AS04®). Szczepionki podawane byty podskérnie lub
domiesniowo.

Najbardziej optymalnym wariantem sposréd przebadanych byta immunizacja
domiesniowa VLPs z dodatkiem adjuwantu Alhydrogel®+MPLA. Podanie tej
formulacji indukowato silng odpowiedz neutralizujgcg wobec réznych szczepéw

wirusa, a co wazniejsze profil odpowiedzi Th1/Th2 byt korzystny.
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Jak wspomniatem, zaprezentowane prace opublikowano w renomowanych
czasopismach, w ktorych podlegaty rygorystycznej ocenie. Prace sg wysokiej jakosci

i wszystkie wnoszg wartos¢ merytoryczng do dziedziny.

Chociaz bardzo pozytywnie oceniam prace, zaréwno jezeli chodzi o wstep, ktéry
dostarcza nam kompleksowe wprowadzenie do tematu, jak i same prace naukowe,

mam kilka pytan dotyczgcych meritum pracy.

1. Czy w swojej pracy doktorantka rozwazata ryzyko wystgpienia ADE
(antibody-dependent enhancement of infection) w przypadku zakazen
innymi flawiwirusami? W tym momencie mamy juz pierwsze przypadku
zakazen wirusem Zachodniego Nilu w Polsce, a Europa bedzie coraz
bardziej eksponowana na inne wirusy, takie jak Denga. Czy rozwazano
testowanie szczepdw innych niz europejski? Czy przeprowadzono lub
planowane jest przeprowadzenie analizy profilu klas wygenerowanych
przeciwciat?

2. Nie do konca zrozumiate jest dla mnie stwierdzenie dotyczace niskich
kosztéw. Chociaz musze sie zgodzi¢, ze w przypadku szczepionek VLPs
produkowanych w komoérkach ssaczych cena bedzie nieporéwnywalnie
WyZzsza, to juz szczepionki podjednostkowe, atenuaowane, czy mRNA bedg
znacznie tansze w produkcji. Prosze o rozwiniecie tematu.

3. Z czego wynika wyzszosC¢ zastosowania szczepionek VLPs nad
szczepionkami podjednostkowymi?

4. Dlaczego stosowano IFNy jako jedyny marker odpowiedzi komorkowej? W
mojej ocenie praca zyskataby na wtgczeniu nie tylko testow posrednich, ale
réwniez funkcjonalnej analizy limfocytéw cytotoksycznych poprzez np. test
zabijania komorek zakazonych.

5. W tekscie pracy pojawiajg sie niewielkie btedy terminologiczne (np.
receptor toll-4 zamiast toll-like receptor 4), ale jest to raczej wyjatek.

6. Przedstawione badania majg bardzo wyrazny potencjat aplikacyjny. Jaka
jest dalsza droga rozwoju? Czy podjeto wspétprace lub rozmowy z SME
albo wiekszym przemystem? Czy prace byly prowadzone z

uwzglednieniem wymagan dla tego typu wdrozen?
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Ocena edytorska

Praca zostata napisana poprawnym jezykiem naukowym i w sposéb przyjemny
wprowadza czytelnika w zagadnienie. Grafiki zostalty przygotowane w sposob
profesjonalny (problemem moze by¢ jedynie nieco niska rozdzielczo$¢ Ryc. 1) i

klarownie opisane. Konstrukcja pracy prawidtowa, bibliografia obszerna i aktualna.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr Marty Zimnej stanowi wartosciowy wktad w rozwoj
dyscypliny, a przeprowadzone badania sg wysokiej jakosci i majg charakter
aplikacyjny. Autorka wykazata sie zar6wno kompetencjami eksperymentalnymi, jak i

dobrg znajomoscig literatury naukowe;.

Na podstawie przeprowadzonej oceny stwierdzam, ze praca spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnioskuje o dopuszczenie mgr Marty Zimnej
do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora. Z uwagi na jakos¢
samych wynikow, jak i renome czasopism naukowych w ktorych zostaty

opublikowane, wnioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie pracy.

Z wyrazami szacunku,

Signed by /
Podpisano przez:

1% Krzysztof Antoni
P Pyrc
4 /
Date / Data:

2025-03-20 17:02
Krzysztof Pyré
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