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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Karoliny Gackowskiej pt. ,Makroczasteczkowe struktury oparte
o czastki wirusopodobne jako potencjalne no$niki szczepionek bazujacych na
stabilizowanym mRNA”

Praca doktorska mgr Karoliny Gackowskiej dotyczy opracowania nowej,
innowacyjnej platformy do produkcji szczepionek opartych o mRNA, z wykorzystaniem
rekombinowanych czastek wirusopodobnych (VLPs).

Badania zostaly przeprowadzone w Zaktadzie Szczepionek Rekombinowanych
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii, Uniwersytetu Gdanskiego i1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, jednostce naukowej posiadajacej wieloletnig tradycje badan nad
czagstkami  wirusopodobnymi, w tym nad ich zastosowaniem jako antygenow
szczepionkowych.

W swoich badaniach Doktorantka podjeta si¢ sprawdzenia mozliwosci opracowania
i oceny dziatania szczepionki biwalentnej zawierajacej czgstki wirusopodobne oparte o mate
biatko powierzchniowe wirusa zapalenia watroby typu B (sHBsAg) i mRNA kodujacy
sekwencj¢ nukleoproteiny biatka wirusa grypy typu A. Przyjgcie takiego zalozenia w planie
pracy doktorskiej jest jak najbardziej racjonalne biorgc pod uwage ciagla potrzebe
doskonalenia 1 opracowywania nowych sposobow otrzymywania preparatéw do
immunoprofilaktyki swoistej zakazen wirusami HBV i grypy u ludzi. Nie bez znaczenia jest
takze fakt, ze wystepowanie zakazen wywotywanych przez HBV i wirus grypy ma zasigg
globalny, a liczba nowych zakazen wg. danych WHO wynosi odpowiednio 1,5 mln i prawie
miliard w ciggu roku.

Taka tematyka badawcza niewatpliwie wpisuje si¢ w nowoczesny i bardzo aktualny
kierunek badan nad poszukiwaniem nowych, efektywnych platform shuzacych do
opracowywania skutecznych narzedzi immunoprofilaktyki w odniesieniu do chordb
zakaznych ludzi i zwierzat. To wyzwanie nabiera szczegdlnego znaczenia biorgc pod uwage
fakt wysokiej zmiennosci antygenowej patogendw i zwigzang z tym ograniczong skutecznosé¢
niektérych preparatow obecnych na rynku. Nie bez znaczenia jest takze konieczno$é
poszukiwania nowych narz¢dzi umozliwiajacych produkcje szczepionek taniej i w krotkim
czasie. Badania zaprezentowane przez Doktorantk¢ oprocz niewatpliwych wartosci
poznawczych majg réwniez bezposredni zwiazek z zastosowaniami praktycznymi
w kontek$cie nowych mozliwosci wykorzystania platformy do produkcji szczepionek na
bazie czastek wirusopodobnych i mRNA. Perspektywy takie nalezy rozpatrywaé nie tylko



w odniesieniu do wirusa HBV i wirusa grypy ale takze innych patogennych wirusow. Jest to
wazny, praktyczny efekt pracy doktorskiej mgr Karoliny Gackowskie;.

We Wstepie, ktory zajmuje 28 stron i relatywnie do pozostatych rozdziatow pracy jest
do$¢  obszernym  fragmentem, Doktorantka  przedstawita  przekrdj  zagadnien
uwzgledniajgcych taksonomi¢ wirusa HBV i1 wirusa grypy, biezaca sytuacje epidemiczng
zwigzang z zakazenia tymi wirusami, organizacje ich genomu, cykl replikacyjny i strukture
biatek wirionu. Nast¢pnie omdwita szczepionki aktualnie stosowane w immunoprofilaktyce
zakazen HBV i wirusem grypy, wskazujac jednoczesnie na ich ograniczenia
i niedoskonatosci. Kolejne rozdzialy poswiecone sg szeroko analizowanym zagadnieniom
dotyczacym konstrukcji i zastosowaniu szczepionek opartych na mRNA oraz szczepionek
wykorzystujacych technologie czastek wirusopodobnych. W mojej ocenie rozdziat
poswiecony szczepionkom mRNA zawiera wartosciowe informacje przyblizajace
czytelnikowi ten nowy i innowacyjny sposob przygotowania preparatow szczepionkowych.
Dobrym rozwigzaniem jest tu zestawienie danych w tabeli 1, przedstawiajacych cechy i stan
zaawansowania badan klinicznych nad nowymi szczepionkami mRNA. Podobna uwaga
dotyczy szczepionek opartych na czgstkach wirusopodobnych, a rozdziat 4.4.2. dotyczacy
modyfikacji VLPs bazujacych na biatku sHBsAg dostarcza danych uwiarygadniajacych
zasadno$¢ badan, podjetych w ocenianej pracy. Generalnie, ta czg$¢ pracy wskazuje na
znajomos¢ aktualnego pismiennictwa i duzg wiedz¢ Doktorantki z omawianego zakresu.
Dzieki przedstawionym informacjom osoba czytajaca dysertacje jest dobrze wprowadzona
w istote zagadnienia jakg jest opracowanie platformy do otrzymywania szczepionek
bazujacych na czgstkach wirusopodobnych i mRNA.

Kolejny rozdzial to prezentacja gléwnego celu pracy, ktéorym bylo otrzymanie
preparatu szczepionkowego laczacego w sobie czastki wirusopodobne oparte na biatku
sHBsAg wirusa HBV i mRNA kodujacym nukleopreteing wirusa grypy typu A. Cel zostal
ujety w czterech wyszczegdlnionych, logicznie ze soba powigzanych zadaniach, ktdre
dotyczyly: (I) opracowania metody produkcji i oczyszczania chimerycznych VLPs opartych
na biatku sHBsAg w systemie owadzim, (II) okreslenie potencjatu czastek sHBs-VLPs do
prezentacji sekwencji majgcych za cel wigzanie mRNA, (III) badanie mozliwosci wigzania
mRNA przez czasteczki sHBsAg-VLPs, (IV) Analizy odpowiedzi immunologicznej
u doswiadczalnych zwierzat.

Rozdzialy ,,Materialy i aparatura” i ,,Metody” zostaly napisane wyczerpujaco, a dobor
oraz celowos¢ zastosowanych metod w mojej ocenie nie budzi zastrzezen. Réznorodnosé
zastosowanych metod obejmujgcych: manipulacje genetyczne zwigzane z uzyskaniem
rekombinowanych wariantéw biatka TS-sHBsAg, transkrypcj¢ mRNA in vitro, sprawdzenie
jego wigzania do VLPs, pakiet metod do analizy VLPs, immunizacj¢ myszy oraz oceng
odpowiedzi immunologicznej dobrze §wiadczy o technicznym przygotowaniu mgr Karoliny
Gackowskiej do pracy laboratoryjnej. Rozdzial ten wystarczajaco przyblizyl czytajgcemu
cze$¢ metodyczng pracy i jest dobrym zapleczem do analizy otrzymanych wynikéw. Mozna
zalozyé, ze jakkolwiek wigkszos¢ z uzytych metod byla dostgpna w laboratorium Zaktadu
Szczepionek Rekombinowanych, ktory posiada dlugg i bogata tradycje¢ badan nad VLPs, to



musialy byé one zoptymalizowane i zaadoptowane na potrzeby opisywanych badan. Dlatego
trzeba docenié niewatpliwie duzy wkiad Doktorantki w metodyczne czesci pracy. Niemniej
jednak mam dwie uwagi do tej czesci pracy. W opisie testu ELISA (punkt 7.47) brak
informacji jakim antygenem oplaszczano ptytki. Mozna przyjaé, ze byto to biatko sHBsAg
i NP. Druga uwaga dotyczy protokotu immunizacji myszy. Zgodnie z opisem zamieszczonym
w punkcie 7.47. surowice krwi immunizowanych myszy z danej grupy, reprezentujgce dany
punkt czasowy, taczono w jedng pule i probke taka poddawano analizie, a uzyskane wyniki
analizowano statystycznie. W mojej ocenie postgpowanie takie powinno by¢ poparte
wstepnymi badaniami probek surowicy krwi indywidualnych osobnikéw, w celu
potwierdzenia braku istotnych réznic pomigdzy nimi. Bytbym wdzigczny za odpowiedz czy
takie badania byly prowadzone.

Rozdzial ,,Wyniki” zostal podzielony na trzy obszary badawcze, w ktérych opisano
wyniki licznych doswiadczen, ktore Doktorantka wykonata w celu osiggnigcia zalozonych
celow pracy. Wyniki uzyskane w kazdym z tych zadan badawczych byly nastgpnie
dyskutowane oddzielnie, co jest moim zdaniem dobrym rozwigzaniem, biorgc pod uwagg
duza liczbe eksperymentow i réznorodnos¢ wynikéw bedacych ich rezultatem.

W pierwszym zadaniu badawczym Doktorantka zaprojektowala i otrzymala
konstrukty zawierajace sekwencje kodujaca biatko sHBsAg oraz dodatkowa sekwencje
znacznika Twin-Step-tag, dzieki czemu mozliwe bylo zastosowanie chromatografii
powinowadztwa do efektywnego oczyszczania tego biatka TS-sHBsAg w jednoetapowym
procesie. Jest to o tyle wazne ze w systemie owadzim bialko to nie jest wydzielane na
zewnatrz komorek i konieczne jest jego oczyszczanie z lizatéw. Rownolegle sekwencja
kodujaca TS-sHBsAg zostala zmodyfikowania poprzez dodanie dodatkowych sekwencji
z motywami majgcymi na celu wigzanie mRNA. W efekcie uzyskano cztery konstrukty, ktore
wykorzystano w badaniach nad zoptymalizowaniem procesu nadprodukcji, oczyszczania
otrzymanych biatek i badania wigzania mRNA.

Waznym osiggnieciem tych badan z punktu widzenia uzycia VLPs jako antygenow
szczepionkowych bylo wykazanie, za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz
metody dynamicznego rozpraszania $wiatla, ze oczyszczone biatka TS-sHBsAg sa w stanie
samoistnie skladaé si¢ do czgstek VLPs, z wyjatkiem jednego wariantu, ktéry zostat
pominiety w dalszych badaniach. Badanie mozliwosci rozlozenia zlozonych juz VLPs na
mniejsze podjednostki w celu zapakowania do nich mRNA mozliwe bylo tylko przy
zastosowaniu detergentu; jednak jego pdzniejsze usuniecie i odtworzenie natywnej struktury
VLPs okazato si¢ niemozliwe. W konkluzji nie zdecydowano si¢ kontynuowa¢ badafh w tym
kierunku.

Kolejny etap zwigzany byl z zaprojektowaniem matryc do transkrypcji in vitro mRNA
w celu wykazania mozliwosci wigzania mRNA do bialek tworzacych struktury VLPs.
W ramach tych badanh zaprojektowano cztery matryce, wybierajac do wiasciwych badan
z uzyciem protokotu immunizacji t¢ jedna, z czapeczka typu CleanCap AG oraz sekwencjg
sygnatu pakujgcego z genomu HBV jako 5’UTR. Funkcjonalnos¢ tego konstruktu zostata
potwierdzona przy uzyciu sekwencji kodujgcych bialko zielonej fluorescencji (EGFP), ktora
nastepnie zostala zastgpiona przez sekwencj¢ kodujaca biatko docelowe tj. nukleoproteing
wirusa grypy typu A. Prawidtowos¢ funkcjonowania takiego konstruktu zostata potwierdzona



poprzez immunodetekcje biatka NP w lizatach transfekowanych komoérek HEK293T i Vero.
W zwiazku z tym mam pytanie — z czego wynikala zasadnos¢ badania funkcjonalnosci tego
konstruktu z uzyciem sekwencji dla biatka EGFP, a nie uzycia w badaniach wylgcznie
sekwencji dla biatka NP.

Komplementarnymi badaniami wykonanymi przez Doktorantke bylo sprawdzenie
mozliwosci wigzania mRNA przez wybrane warianty rekombinowanego biatka TS-sHBsAg.
W mojej ocenie sg to najbardziej atrakcyjne wyniki badan przedstawione w Dysertacji,
poniewaz odnosza si¢ one bezposrednio do wskazania, czy makroczgsteczkowe struktury
oparte o VLPs mogg by¢ potencjalnymi nosnikami szczepionek bazujagcych na
stabilizowanym mRNA. Niewatpliwie waznym osiagnieciem bylo wykazanie, ze
w warunkach bialek czesciowo zrenaturowanych, w przypadku trzech wariantéw, mozliwe
bylo wigzanie mRNA biatka NP, jakkolwiek proces taki w warunkach natywnych, czyli
ztozonych VLPs obserwowany byl tylko w przypadku jednego wariantu, przy zastosowaniu
metody dot blot i fluorescencyjnie znakowanego mRNA. Chociaz jak konkluduje
Doktorantka w punkcie 8.3, wyniki takie nie potwierdzaja jednoznacznie wewnetrznej
lokalizacji mRNA w VLPs, to uwazam, Ze sa one atrakcyjne i obiecujgce przy podejmowaniu
kolejnych badan. Potwierdzaja takze potencjal wariantéw capmutl, capmut2 i capsubl jako
nosénikéw szczepionkowego mRNA. Do tej czgsci pracy mam pytanie. W punkcie 8.2 do
badania mozliwosci wigzania mRNA uzyte zostaly radioaktywnie znakowane mRNA,
kodujace antygeny E i NS5 wirusa kleszczowego zapalenia mézgu. Doktorantka argumentuje
wybor takich mRNA konieczno$cia sprawdzenia czy dhugos¢ lub skiad sekwencji
nukleotydowej maja wplyw na wigzanie do bialek. O ile kryterium dlugosci zostato
zweryfikowane wynikami przedstawianymi na ryc. 36 to w pracy nie znalaztem informacji
odnoszacych sie do analizy sktadu sekwencji i ich wptywu na wigzanie si¢ z biatkiem.
Bylbym wdzieczny za odpowiedz.

W ostatnim zadaniu Doktorantka podjeta probe analizy immunogennosci otrzymanych
preparatéw szczepionkowych na modelu mysim, ktéry uwzglednialy uzycie: VLPs, mRNA-
NP oraz mieszaniny VLPs i mRNA-NP, uzupelione dodatkiem adiuwantu AddaVax lub
nanoczastek lipidowych. W badaniach tych zaréwno VLPs oparte na biatku sHBsAg, jak
imRNA kodujace nukleoproteing, byly immunogenne indukujgc syntezg swoistych
przeciwcial, wykrywanych testem ELISA jak i sekrecj¢ uwolnionego IFN gamma. Posrod
wszystkich uzytych preparatéw najwyzszy poziom odpowiedzi humoralnej jak i komérkowej
indukowal wariant bialka TS-sHBsAg-capmutl w mieszaninic z mRNA-NP
z nanoczasteczkami lipidowymi. Wyniki te mozna bra¢ pod uwage jako optymalna forma
formulacji preparatu szczepionkowego otrzymanego przy zastosowaniu nowej platformy
szczepionkowe;.

W podsumowaniu rozdziat ,,Wyniki” oceni¢ nalezy bardzo pozytywnie. Na uwage
zastuguje réznorodno$é przeprowadzonych obserwacji, ale jednoczesnie ich tematyczna
spojnos¢, podporzadkowana giéwnemu celowi pracy jakim bylo opracowanie nowej,
innowacyjnej platformy do produkcji szczepionek z wykorzystaniem VLPs i mRNA.
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Rozprawe konczy rozdzial ,Podsumowanie ”, zawierajagcy 5 punktdw, bedacych
rekapitulacja przeprowadzonych do$wiadczen. Oceniana praca jest waznym opracowaniem
mogacym przyczynic si¢ do optymalizacji procesu projektowania i otrzymywania antygenow
szczepionkowych, opartych o na réznych platformach biotechnologicznych z wykorzystaniem
rekombinowanych czastek wirusopodobnych i mRNA. Otwiera to nowe perspektywy dla
skutecznej immunoprofilaktyki chordb zakaznych ludzi i zwierzat.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Gackowskiej pt.:
,, Makroczasteczkowe struktury oparte o czastki wirusopodobne jako potencjalne nosniki
szczepionek bazujacych na stabilizowanym mRNA” odpowiada warunkom okreslonym w art.
13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 roku ((Dz. U. z 2003 r., Nr 65, poz.595) z pdzniejszymi
zmianami i przedstawiam Radzie Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii,
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie
mgr Karoliny Gackowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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