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Ewa Szolajska

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Zimniej
pt. ,Rekombinowane czgstki wirusopodobne wirusa kleszczowego zapalenia mézgu
produkowane w systemie ekspresyjnym Leishmania tarentolae jako potencjalny antygen
szczepionkowy”

Recenzowana rozprawa zostala przygotowana w Zakladzie Szczepionek Rekombinowanych
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego pod opieka promotora Pani dr hab. Eweliny Krél, prof. Uczelni.

Rozprawa dotyczy opracowania rekombinowanej szczepionki nowej generacji chroniacej
przed zakazeniem wirusem kleszezowego zapalenia mézgu (TBEV ang. tick-borne encephalitis
virus). TBEV powodujacy powazne infekcje neurologiczne, takie jak zapalenie mézgu czy zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych stanowi istotne zagrozenie w wielu regionach Europy i Azji. W
ostatnich kilkunastu latach obserwowany jest istotny wzrost czesto$ci zachorowan na kleszczowe
zapalenie mozgu (KZM) oraz rozszerzanie si¢ zasiegu geograficznego TBEV. Nalezy braé pod
uwagg, ze ze wzgledu na znaczng liczbe infekcji bezobjawowych prawdziwa skala problemu moze
by¢ niedoszacowana. W zwigzku z rosngcym zagrozeniem epidemiologicznym istnieje zatem
potrzeba skutecznych dziatan profilaktycznych. Ale ze wzgledu na wysoki koszt dostepnych
szczepionek opartych na inaktywowanych wirusach, wymagajacych podania kilku dawek w celu
wywotania trwalej odpornosci, ich uzycie jest ograniczone, szczegdlnie w rejonach o niskim statusie
ekonomicznym. Dodatkowo nie jest dostgpna szczepionka weterynaryjna, ktorej stosowanie
mogloby przyczyni¢ si¢ do obnizenia liczby zachorowan, poniewaz poza ukgszeniami kleszczy,
istotny czynnik ryzyka stanowi spozycie produktow mlecznych pochodzgcych od zakazonych
zwierzat.

Majac to na uwadze nalezy wysoko oceni¢ trafnos$¢ i aktualno$é wyboru celu badan
prezentowanych w rozprawie, ktérym bylo opracowanie szczepionki przeciwko TBEV opartej na
rekombinowanych czgstkach wirusopodobnych (VLP) otrzymanych metodami inzynierii
genetycznej z wykorzystaniem innowacyjnego eukariotycznego sytemu ekspresji Leishmania
tarentolae. Ze wzgledu na uzycie bardzo wydajnego systemu ekspresyjnego oraz brak koniecznogei
stosowania restrykcyjnych zabezpieczen, wymaganych w przypadku szczepionek opartych na
inaktywowanym wirusie, koszt produkeji potencjalnej szczepionki w przypadku wdrozenia moze
by¢ znaczaco nizszy w porownaniu z obecnie dostepnymi preparatami.

Rozprawa doktorska mgr Marty Zimnej zostata przygotowana w formie zbioru trzech
powigzanych artykuléw naukowych opublikowanych w renomowanych specjalistycznych,
anglojezycznych czasopismach naukowych z listy JCR. Praca opublikowana w 2024 roku NPJ
Vaccines jest artykulem przegladowym, prace eksperymentalne zostaly opublikowane w Anmtiviral
research 2023 1 2024 roku.

Napisana w jezyku polskim rozprawa ma poprawny uklad, zawiera Wykaz skrétow,
Streszezenia (W jezyku polskim i angielskim), Liste publikacji wchodzqgeych w sklad rozprawy,

INSTYTUT BIOCHEMII T BIOFIZYKI www.ibb.edu.pl secretariate@ibb.waw.pl Il Strona1z4
POLSKIE] AKADEMII NAUK, Tel.: +48 22 592 21 45, Faks: +48 72 592 21 90 |
ul. Pawinskiego SA, 02-106 Warszawa, Polska NIP: 5261039742, REGON: 000325819



Wstep, Cel badan, Kopie publikacji wchodzgcych w sklad rozprawy wraz z materiatami
pomocniczymi, Podsumowanie badan, Wnioski koricowe, Literature, Inne osiggniecia naukowe oraz
Oswiadczenia wspélautoréw publikacji wehodzqgeych w sklad rozprawy.

W liczacym 18 stron Wstepie Autorka przedstawila istotne informacje dotyczace: TBEV,
genomu oraz bialek wirusowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem biatek powierzchniowych;
transmisji wirusa i wywolywanych chordb; odpowiedzi immunologiczne] w infekeji TBEV; zalet
wykorzystania VLP jako antygenow szczepionkowych i ich formulacji oraz systemu ekspresji L.
tarentolae. Rozdzial jest kompetentnym wprowadzeniem czytelnika w tematyke rozprawy. Jednak
poprosze o pewne uzupelnienie. W podrozdziale dotyczacym epidemiologii Autorka podaje liczbe
przypadkow zachorowan na kleszczowe zapalenie mézgu na calym $wiecie. Jesli sa dostepne
statystyki dla Polski poprosze Doktorantke o ich przedstawienie podczas publicznej obrony.

Cel badan zostal klarownie sformulowany. Autorka wydzielita kilka zadan badawczych. W
Podsumowaniu badan Doktorantka w syntetyczny i dojrzaly sposob opisala i przeanalizowala
wyniki bedace przedmiotem prac eksperymentalnych. Sformulowane przez Doktorantke Whioski
koricowe z przeprowadzonych badan znajduja poparcie w uzyskanych danych.

Rozdzial Literatura zawiera zestawienie 94 pozycji. Dobor prac §wiadezy o bardzo dobrej
znajomoscl literatury dotyczacej tematyki projektu doktorskiego, ktérg Pani Marta Zimna wykazala
si¢ rowniez jako wspotautorka pracy przegladowej wchodzacej w sktad rozprawy.

Rozprawa jest uzupetiona informacjg o dorobku naukowym Doktorantki nie wchodzacym w
sktad rozprawy. Poza praca opublikowang w Microbial spectrum 1 dwoma ustnymi wystapieniami na
miedzynarodowych konferencjach naukowych, obejmuje on patent przyznany przez Urzad
Patentowy Rzeczypospolite] Polskiej oraz zgloszenie patentowe do FEuropejskiego Urzedu
Patentowego. Przedmiotem patentu oraz zgloszenia sg wyniki badan prezentowanych w rozprawie.

Artykuly wchodzace w sklad rozprawy sa pracami zbiorowymi. Pani Marta Zimna jest
pierwszg autorkg wszystkich publikacji. Zamieszczone w rozprawie o$wiadczenia Doktorantki oraz
wszystkich wspolautorow jednoznacznie $wiadcza o Jej wiodacym wktadzie w powstaniu artykutow.
Obejmowal on udzial w opracowaniu koncepcji badan, wykonywanie eksperymentow, czesciowe
finansowanie badan, opracowanie i interpretacje wynikéw oraz pisanie i edycje manuskryptu.

Pierwszy artykut ..Leishmania tarentolae as a platform for the production of vaccines against
viral pathogens” (NPJ Vaccines, 2024) dotyczy zastosowan systemu ekspresyjnego Leishmania
tarentolae w produkcji biatek wirusowych wykorzystywanych jako antygeny szczepionkowe i
diagnostyczne. System charakteryzuje wysoka wydajnos¢ i niski koszt produkeji rekombinowanych
bialek, oraz zdolno$¢ do przeprowadzania modyfikacji potranslacyjnych, takich jak N-glikozylacja,
szczegolnie istotna dla funkcjonalnosei biatek wirusowych. Artykut prezentuje rosngce w ostatnich
latach zainteresowanie o$rodkow naukowych oraz firm biotechnologicznych wykorzystaniem tego
niekonwencjonalnego systemu jako alternatywy dla tradycyjnie wykorzystywanych systemow
ekspresyjnych. Autorki przedstawily przeglad literatury dotyczacej wykorzystania L. tarentolae do
produkeji  skutecznych eksperymentalnych szczepionek podjednostkowych, w  szczegdlnosci
opartych na VLP, oraz przyklady uzycia pierwotniaka jako potencjalnej zywej szczepionki
wektorowej, lub po inaktywacji jako nosnika antygendow.

Przedstawione w artykule zalety systemu L. farenmtolae w pelni uzasadniajg jego wybor do
otrzymania antygenu w opracowywanej przez Doktorantke potencjalnej szczepionce przeciw
kleszczowemu zapaleniu mozgu.

Obie prace eksperymentalne prezentujg badania wykonane przez zespdt Zakladu Szczepionek
Rekombinowanych we wspdlpracy z Veterinary Research Institute w Brnie. W artykule “Functional
characterization and immunogenicity of a novel vaccine candidate against tick-borne encephalitis
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virus based on Leishmania-derived virus-like particles™ (4ntiviral research, 2023) opisano produkcje
czastek wirusopodobnych zlozonych z gléwnych bialek powierzchniowych TBEV - biatka B
(envelope) oraz biatka prM (pre-membrane), po raz pierwszy otrzymanych w systemie ekspresyjnym
opartym na pierwotniaku L. farentolae. Racjonalne zaprojektowanie konstruktu wykorzystanego do
otrzymania stabilnej linii L. Tarentolae nadprodukujacej VLP, zapewnilo wysoka wydajnosé
produkcji rekombinowanych bialek wydzielanych do pozywki hodowlanej. Biatka byly
produkowane w N-glikozylowanej formie i mimo niepelnego odcinania N-terminalnej domeny
biatka M, skiadaly si¢ w koliste czastki wirusopodobne, eksponujgce na powierzchni epitopy silnie
rozpoznawane przez przeciwciala neutralizujace wirusa w analizach in vitro.

Ocena immunogennosci preparatow oczyszezonych VLP, przeprowadzona w modelu myszy
BALB/c wykazala, ze podskérne podanie trzech dawek antygenu w formulacji z adiuwantem
AddaVax™ powodowato wzbudzenie silnej specyficznej odpowiedzi humoralnej. Obserwowano
wysoki poziom przeciwcial skierowanych przeciwko biatkom TBEV oraz inaktywowanemu
wirusowi. Surowice poszczepienne wykazywaty wysoka zdolnos¢ do neutralizacji TBEV szezepu
Hypr nalezacego do podtypu europejskiego. Wysoki potencjat VLP TBEV do zastosowania jako
szezepionka profilakiyczna zostal potwierdzony w eksperymencie typu challenge, w ktérym
eksperymentalne szczepienie myszy za pomocg antygenu w polaczeniu z adiuwantem AddaVax™
zapewnito peing ochrong przed infekcjg §miertelna dawka wirusa szczepu Hypr TBEV.,

Celem badan przedstawionych w pracy “Influence of adjuvant type and route of
administration on the immunogenicity of Leishmania-derived tick-borne encephalitis virus-like
particles - A recombinant vaccine candidate™ (Antiviral research, 2024) byto ustalenia optymalnej
formulacji i sposobu podania potencjalnej szezepionki opartej na VLP TBEV produkowanych w
systemie ekspresyjnym L. farentolae. Przeprowadzono kompleksowsa analize odpowiedzi
immunologicznej, wraz z oceng potencjatu do neutralizacji trzech réznych szczepéw wirusa przez
surowice myszy immunizowanych VLP bez adjuwantu oraz w polaczeniu z adiuwantem AddaS03™
lub kombinacjg Alhydrogel®+MPLA, podawanymi droga podskérng lub domigsniowa. Stwierdzono,
ze zastosowanie adiuwantu zwigksza poziom odpowiedzi immunologicznej. Odpowiedz komérkowa,
byla zalezna od rodzaju adiuwantu, podczas gdy na poziom przeciwcial wplywaly zaréwno
adiuwant, jak i droga podania. Immunizacja VLP w polaczeniu z adiuwantami wptywala na
awlidnos¢ przeciwcial, ktora osiagata 100% niezaleznie od rodzaju adiuwantu czy sposobu podania.
Najwyzszy poziom odpowiedzi immunologicznej, analizowanej pod wzgledem miana przeciwcial,
poziomu neutralizacji oraz uzyskania odpowiedniej réwnowagi miedzy odpowiedzia humoralna i
komorkows, obserwowano w wyniku immunizacji z uzyciem VLPs w polaczeniu z kombinacja
adiuwantow Alhydrogel®+MPLA w podaniu domiesniowym. Sa to bardzo interesujace wyniki. Na
podkreslenie zastuguje ich znaczenie w kontekscie potencjalnego wdrozenia szczepionki. Nie jest
dostgpny uniwersalny adiuwant, zatem konieczny jest wybor odpowiedniego do konkretnego
antygenu. Agencje rejestrujace leki dopuszczaja adiuwanty do uzytku komercyjnego jako sktadnik
konkretnego preparatu szczepionkowego.

Podsumowujagc pani Marta Zimna z powodzeniem zrealizowata zamierzone cele. Oceniana
rozprawa doktorska prezentuje istotny wklad w opracowanie skutecznej szczepionki dla ludzi oraz
weterynaryjnej o nizszych kosztach produkeji i dogodnych warunkach transportu i przechowywania.

Realizacja projektu doktorskiego wymagata wykorzystania szerokiego spektrum metod i
technik badawczych, co §wiadczy o duzych umiejetnosciach praktycznych mgr Marty Zimnej.

Rozprawa zostala bardzo starannie przygotowana pod wzgledem merytoryeznym i
redakeyjnym, zawiera bardzo nieliczne bledy majace charakter pomylek pisarskich. 7 obowiazku
recenzenta zwrocg uwage na niezreczne w mojej opinii sformufowanie uzyte na str. 14: , Publikacja
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P1 jest przeglgdem literatury...i stanowi uzupelnienie wstepu przedstawionego w tej rozprawie.”
Podczas gdy publikacja jest jednym z artykulow bedacych podstawa rozprawy doktorskiej.

Lektura rozprawy nasungta mi kilka pytan, poprosze Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do

nich podczas publicznej obrony:

1. Przebieg kliniczny kleszczowego zapalenia mozgu zalezy od podtypu wirusa. Co
wiadomo na temat podstaw molekularnych tych roznic?

2. Jaka jest homologia sekwencji aminokwasowej biatek E oraz prM réznych podtypdw
TBEV? Czy mozna przewidywa¢, ze opracowana szczepionka bedzie skutecznie chronié
przed rozwinigciem objawow infekcji wirusami nalezacymi do podtypéw innych niz
europejski?

3. Czy mozliwe jest oszacowanie jaka bedzie cena jednej dawki szczepionki przeznaczonej
dla ludzi?

4. Jestem bardzo ciekawa jakie sg perspektywy wdrozenia potencjalnej szczepionki.

Podsumowujae stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marty Zimnej jest zbiorem trzech
opublikowanych i powiazanych tematycznie artykutéw naukowych, w ktorych Kandydatka miata
wyodrebniony udzial. Rozprawa przedstawia oryginalne rozwiazanie problemu naukowego,
potwierdza wiedze teoretyczng mgr Marty Zimnej w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie naukowej biotechnologia oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.
Stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska zatytulowana ,,Rekombinowane czastki
wirusopodobne wirusa kleszczowego zapalenia mézgu produkowane w systemie ekspresyjnym
Leishmania tarentolae jako potencjalny antygen szczepionkowy ” spetnia wymagania okreslone w
art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i1 nauce (Dz. U. z 2018 r. poz.
1668 z pozn. zm.). W zwiazku z tym wnioskujg do Rady Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu
Gdanskiego o jej przyjecie 1 dopuszczenie mgr Marty Zimnej do dalszych etapéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie majgc na uwadze fakt, Zze wyniki badan realizowanych w ramach
przygotowania rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane w prestizowych recenzowanych
czasopismach naukowych, oraz sg one przedmiotem przyznanego patentu. wnioskuje o wyréznienie
roZprawy.

Warszawa, dnia 5 marca 2025 r.
£ Solofec
Dr hab. Ewa Szolajska
Srodowiskowa pracownia Hodowli Komérkowych

i Produkcji Biatek
Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
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