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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Gabrieli Lucyny Brzuskiej pt. ”Rekombinowane czastki
wirusopodobne jako potencjalne antygeny szczepionkowe przeciwko wirusowi Zika”

Praca doktorska mgr Gabrieli Brzuskiej dotyczyla wykorzystania rekombinowanych
czastek wirusopodobnych (VLPs) jako kandydatéw do Opracowania szczepionki przeciw
wirusowi  Zika. Badania zostaly  przeprowadzone w Zakladzie  Szczepionek
Rekombinowanych Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii, Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, jednostce, ktéra posiada wieloletnig tradycje badan
nad wykorzystaniem VLPs jako antygenéw szczepionkowych. Taka tematyka badawcza
wpisuje sie w nowoczesny i bardzo aktualny kierunek badan nad wirusem Zika, jakim jest
opracowanie metod immunoprofilaktyki swoistej dla tego patogenu.

Impulsem do podjecia badan byla niewatpliwie pandemia zakazen wirusem Zika
w latach 2015-2016, ktéra szybko rozprzestrzenita si¢ na terenie licznych krajow pétkuli
poludniowej, a nastgpnie Ameryki Pétnocnej, dotykajac miliony ludzi i prowadzac do
istotnych zaburzeA w stanie zdrowia. Zwigzane bylo to przede wszystkim z mozliwoscig
transmisji wirusa z matki na ptéd, co moze powodowaé szereg wad rozwojowych okreslanych
jako wrodzony syndrom Zika. Wedlug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia aktualnie
aktywna transmisja zakazen wirusem Zika zostata odnotowana w 89 krajach, praktycznie na
calym Swiecie. Tak szeroki zasigg wystepowania wirusa wynika z faktu, ze jest on

Wystgpowania tych wektorow, sg czynnikiem promujgcym rozprzestrzenianie zakazen.

Poprzednio wystepujace pandemie, wlaczajac w to trwajgcg pandemie COVID-19,
jasno wykazaly koniecznosé pilnego posiadania planéw  gotowosci, w ktérych
pierwszorzednym elementem Jest tlatwy dostep do skutecznego programu Szczepien
ochronnych. Takie podejscie wymusza z kolei koniecznos¢ zintensyfikowania badan nad
poszukiwaniem nowych mozliwosci otrzymywania antygenéw szczepionkowych. Stad
podjecie badaii nad opracowaniem  szczepionki przeciw wirusowi Zika, opartej
o rekombinowane czastki wirusopodobne, jest zadaniem jak najbardziej uzasadnionym
i aktualnym.

Prezentowane badania, oprocz niewatpliwych wartogci poznawczych, majg przede
wszystkim bezposredni zwigzek z zastosowaniami praktycznymi w kontekscie nowych
mozliwo$ci opracowania antygenow szczepionkowych na bazie czastek wirusopodobnych,
generujacych odpornosé przeciwzakazna. Perspektywy takie nalezy rozpatrywaé nie tylko
W odniesieniu do wirusa Zika, ale takze innych patogennych wiruséw z rodzaju Flavivirus.
Jest to niewatpliwie wazny, poznawczy efekt pracy doktorskiej mgr Gabrieli Brzuskie;j.



We Wstepie, ktory zajmuje 37 stron i relatywnie do objetosci pracy jest dosé
obszernym jej fragmentem, Doktorantka przedstawila szeroki przekrdj zagadnien
uwzgledniajgcych klasyfikacje taksonomiczng wirusa Zika, biezgca sytuacje epidemiczna
zwigzang z zakazeniami tym wirusem; scharakteryzowata jego organizacje genomu, cykl
replikacyjny i patogenezg zakazef. Nastepnie skupita uwage na dwéch zagadnieniach,
istotnych z punktu widzenia badan bedacych przedmiotem pracy. Szeroko omoéwila budowe,
dojrzewanie i funkcje dwéch bialek pPrM/M i E oraz ich znaczenie w indukowaniu odpowiedzi
immunologiczne;. Drugim zagadnieniem, szeroko analizowanym sa rozdzialy poswiecone
konstrukeji doswiadczalnych szczepionek dla wirusa Zika, oraz bardzo wartosciowy w mojej
ocenie rozdzial poswiecony budowie i funkcjonowaniu czastek wirusopodobnych (VLPs),
jako potencjalnych antygenow szczepionkowych dla flawiwiruséw. Dobrym rozwigzaniem
jest tu zestawienie danych w tabeli nr 3, przedstawiajacych cechy produkcji VLPs wybranych
wiruséw z rodzaju Flavivirus. Takie podejscie jest zrozumiate, biorac pod uwage fakt, ze
obydwa biatka prM/M i E oraz VLPs byly istotg badan prowadzonych przez Doktorantke.
Zagadnienia te stanowily tez dobre umotywowanie dla zaplanowanych badar.

Generalnie, ta czesé pracy napisana z duza troska o czytajacego, wskazuje na
znajomo$¢ aktualnego pismiennictwa i duzg wiedze Doktorantki z tego zakresu. Dzigki tym
informacjom osoba czytajaca dysertacje jest dobrze wprowadzona w istote zagadnienia, jaka
jest opracowanie rekombinowanych VLPs, jako potencjalnych antygenow szczepionkowych
przeciwko wirusowi Zika.

Mam zaledwie kilka, mato znaczacych uwag dotyczacych poczatkowych czesci
rozprawy:

Str. 16 i nastepne strony — numeracja niektorych rozdziatlow czgsci ,,Wstep” podana
Jest blednie, w poréwnaniu do spisu tredci na stronie 4, co stwarza pewng niedogodnos¢ przy
analizie tekstu.

Str. 24, 1.2 od dotu — uzyto okreslenia konserwowany fragment, a raczej powinno byé
konserwatywny fragment.

Str. 29 1. 17 od géry — uzyto okreglenia »eksprymujgcych”, dla ktérego mozna znalezé
odpowiedniki w jezyku polskim.

Str.31 — w rozdziale 4.1.2. Oddziatywanie z ukladem immunologicznym
wprowadzono podrozdziat — odpornosé¢ wrodzona. Przez analogie, na stronie 33 podrozdzialy
- odpowiedZ komérkowa i humoralna moglyby mie¢ wspélny podrozdzial — odpornos¢ nabyta
(adaptacyjna).

Kolejny rozdziat to prezentacja gtéwnych celéw pracy — ujety jest on w formie dwoch
wyszczegllnionych zagadnien: (D oceny wptywu genetycznych modyfikacji biatka E na
proces sktadania rekombinowanych VLPs oraz (I) oceny wptywu systemu ekspresji genow
na produkcje VLPs, ich antygenowos¢ oraz immunogennosé, przedstawionych logicznie
i w sposéb syntetyczny. Dodatkowo, Doktorantka przedstawita dwa cele odnoszace sie do
zaprojektowania nowego typu VLPs, w celu zwiekszenia ich produkcji komérkach ssaczych
oraz oceny takich VLPs, jako antygenu szczepionkowego w kontekscie doboru systemu
dawkowania i adiuwantéw dla indukowania odpowiedzi immunologiczne;. Mysle, ze te dwa
ostatnie cele sg istotnymi elementami badaf powinny by¢ analogicznie wyszczegblnione jak
pierwsze dwa.



Rozdzialy , Materiaty” i »Metody” zostaty napisane doktadnie, a dobér oraz celowogé
zastosowanych metod nie budzi zastrzezefi. Réznorodnosé zastosowanych metod
obejmujgcych: manipulacje genetyczne zwigzane z uzyskaniem wariantéw bialek ptM i E
wirusa, hodowle komérek ssaczych, komérek owadzich, pakiet metod do analizy biatek
wirusowych i VLPs, immunizacje myszy oraz ocen¢ odpowiedzi immunologicznej, dobrze
swiadczy o technicznym przygotowaniu mgr Gabrieli Brzuskiej do pracy laboratoryjne;.
Rozdzial ten wystarczajgco przyblizyt czytajgcemu  czesé metodyczng pracy. Trzeba
podkresli¢, ze jakkolwiek wigkszo$¢ z tych metod byla dostgpna w laboratorium Zaktadu
Szczepionek Rekombinowanych, ktéry posiada dlugg i bogata tradycje badan nad VLPs, to
musiata by¢ ona zoptymalizowana na potrzeby opisywanych badat. Dlatego docenié tu trzeba
niewatpliwie duzy udziat Doktorantki w metodycznej czgdci pracy. Moja uwaga dotyczy
sformutowania »odpowiednig ilo$6” na stronie 73, 1. 7 od géry, ktére powinno brzmieé
»odpowiednig liczbe” (komérek). Druga uwaga dotyczy protokotu immunizacji myszy.
Zgodnie z opisem zamieszczonym w sekcji 7.6.2. surowice krwi immunizowanych myszy
z danej grupy, reprezentujgce dany punkt czasowy, laczono w jedng pule i probke taka
poddawano analizie. W mojej ocenie postepowanie takie Jest oczywiscie mozliwe, Jjakkolwiek
powinno by¢ poparte wstepnymi badania prébek surowicy krwi indywidualnych osobnikow,
w celu potwierdzenia braku istotnych réznic pomigdzy nimi. Czy takie badania byty
przeprowadzane? Bylbym wdzigczny za ustosunkowanie si¢ Doktorantki do tej kwestii.

Rozdziat ,,Wyniki” zostat podzielony na trzy zadania badawcze, w ktérych opisano
wyniki licznych do$wiadczen, ktére Doktorantka wykonata w celu osiagniecia zatozonych
celow pracy. Wyniki uzyskane w kazdym z tych zadan badawczych byty dyskutowane
oddzielnie, co jest moim zdaniem dobrym rozwigzaniem, biorgec pod uwage mnogos¢
eksperyment6w i réznorodnosé wynik6w bedgcych ich rezultatem.

W pierwszym zadaniu badawczym (sktadanie i sekrecja VLPs), Doktorantka
zaprojektowata i otrzymata konstrukty kodujace szes¢ wariantéw biatek prM i E wirusa Zika.
Uwzglednialy one kodowanie pelnego biatka prME, ME z delecja drugiej domeny
transmembranowej biatka E, z delecja regionu anchor oraz delecja regionu stem/anchor.
Konstrukty te zostaty nastepnie uzyte do transfekcji ludzkich komérek embrionalnych (293T)
w celu analizy ich ekspresji i mozliwogci tworzenia VLPs. Waznym osiggnigciem tych badan
z punktu widzenia uzycia VLPs jako antygenow szczepionkowych bylo wykazanie, ze biatka
konstruktu prME ulegaly najwyzszej ekspresji, natomiast relatywnie niska ekspresja Zwigzana
byla z konstruktami posiadajacymi delecje w regionach stem i anchor, co automatycznie
eliminuje je z wykorzystania w pozniejszych badaniach jako zrodta biatek antygenowych.

W drugim zadaniu (charakterystyka poréwnawcza VLPs wyprodukowanych
w systemie ekspresji genéw w komérkach ssaczych i komoérkach owadow) Doktorantka
skupita uwage na poréwnaniu wydajnosci ekspresji VLPs wirusa Zika w komérkach ssaczych
1 owadzich, analizujac najpierw przydatnosé réznych linii komoérkowych. W opisie wynikow
tych badan, przedstawionych na stronie 95, linia 3 od dohlu oraz na ryc. 12, nie znalazlem
potwierdzenia dla faktu, ze ,,...zaobserwowano wigkszy poziom biatka E oraz fragmentu pr w
linii 293T”. Prositbym o wyjasnienie, poniewaz z zestawienia przedawnionego na ryc. 12
wynika, ze ekspresja obydwu tych biatek byla wieksza w komérkach CHO-K1. Moze istotg
bylo wystepowanie tych biatek w pozywce komoérek 293T. Kolejnym aspektem badan byta
analiza por6wnawcza determinant antygenowych VLPs uzyskanych w komérkach ssaczych
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(293T) i owadzich (Sf) oraz analiza wlasciwosci immunogennych takich VLPs na mysim
modelu zwierzecym. W mojej ocenie s3 to najbardziej atrakcyjne wyniki badan
przedstawione w Dysertacji, poniewaz odnoszg sie one bezposrednio do wskazania, ktére
systemy ekspresji sg optymalne, bioragc  pod uwage przygotowanie antygenéw
szczepionkowych. Niewatpliwie waznym osiaggnieciem Doktorantki bylo wykazanie, ze VLPs
wyprodukowane w komérkach 293T charakteryzujg sie silniejszg ekspozycja epitopdw na
glikoproteinie E oraz epitopéw dimerycznych tego bialka. Doktorantka wykazata takze, ze
VLPs z komoérek 293T charakteryzowaty sie silniejszg immunogennoscia niz VLPs
z komérek owadzich, uzywajgc modelu mysiego. Takie wyniki dotyczyly zaréwno poziomu
przeciwcial skierowanych przeciw rekombinowanej ektodomenie biatka E oraz domenie III,
jak i poziomu przeciwciat neutralizujgcych.

W trzecim zadaniu (produkcja i oczyszczanie zmodyfikowanych VIPs (F2A)
w systemie ekspresji w komérkach 293T) Doktorantka skupifa si¢ na zaprojektowaniu
nowego konstruktu VLPs uwzgledniajgcego modyfikacje sekwencji sygnatowej biatka prM
oraz wstawienie samorozszczepiajgcego peptydu p2A pomiedzy biatka prM i E. Modyfikacje
te w istotny sposéb spowodowaly wzrost poziomu ekspresji biatka E zaréwno w postaci
monomerycznej, jak i dimerycznej. Ta ostatnia forma ma krytyczne znaczenie dla
indukowania odpowiedzi immunologicznej przez VLPs, co wykazata Doktorantka
w kolejnych doswiadczeniach poréwnujac ekspresje tych bialek z ekspresjg na bazie typu
dzikiego. Doktorantka podjela takze probe oceny schematu dawkowania rekombinowanych
VLPs wykazujac, ze podanie trzech wzrastajagcych dawek czastek wirusopodobnych
W potgczeniu z adiuwantem generowato podwyzszony poziom przeciwcial w tescie ELISA
oraz przeciwcial neutralizujgcych. Takiego zjawiska nie obserwowano przy podawaniu
malejacych dawek VLPs. Moja uwaga zwigzana z tym fragmentem badan dotyczy
wyjasnienia faktu braku sekrecji IFNy przez splenocyty, co badano w tescie ELIspot. Brak
sekrecji IFNy zanotowano u myszy immunizowanych r6znymi dawkami VLPs, podawanymi
z adiuwantem AddaVax, jaki i u myszy immunizowanych VLPs, podawanymi z innymi
adiuwantami. Bytbym wdzigczny za wyjasnienie tej kwestii.

W podsumowaniu rozdziat »Wyniki” oceniam bardzo pozytywnie. Na uwage
zashuguje réznorodnogé przeprowadzonych obserwacji, ale Jednoczesnie tematyczna spdjnosé
tych badan, odnoszaca si¢ do optymalizacji procesu otrzymywania, oczyszczania
1 dawkowania VLPs, w kontekscie uzycia ich jako immunogenu. Wartosciowe sg informacje
z badan in vivo potwierdzajgce immunogenny charakter tych biatek. Jakkolwiek mnogosé
informacji bedacych pochodng wykonanych badan jest momentami trudna do interpretacji, to
Doktorantka dobrze sobie poradzita z obfitoscig wynikow.

Rozprawe konczy rozdziat »Wnioski”, zawierajacy 13 wnioskéw wynikajacych
z kolejnych, przeprowadzonych doswiadczen.

Oceniana praca jest waznym Opracowaniem mogacym przyczynié si¢ do optymalizacji
procesu projektowania i otrzymywania antygenow szczepionkowych przeciw wirusowi Zika
na bazie VLPs. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Gabrieli Lucyny Brzuskiej
pt. “Rekombinowane czastki wirusopodobne jako potencjalne antygeny szczepionkowe
przeciwko wirusowi Zika” odpowiada warunkom okreslonym w art.187 Ustawy z dnia 20
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lipca 2018r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2022r. poz. 574 ze zm.)
i przedstawiam Radzie Migdzyuczelnianego Wydziahu Biotechnologii, Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie mgr Gabrieli
Lucyny Brzuskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

(
Putawy, 18.12.2022r. Prof. dr/hab. Jacek Kuzmak



