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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Gackowskiej
pt. ,,Makroczasteczkowe struktury oparte o czastki wirusopodobne jako potencjalne nosniki
szczepionek bazujacych na stabilizowanym mRNA”
dla Rady Dyscypliny Biotechnologia
Uniwersytetu Gdanskiego

Praca doktorska Pani mgr Karoliny Gackowskiej pt. ,,Makroczasteczkowe struktury oparte o
czastki wirusopodobne jako potencjalne nosniki szczepionek bazujacych na stabilizowanym mRNA”
zostala wykonana w Zaktadzie Szczepionek Rekombinowanych Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed pod kierunkiem Prof. dr hab. Bogustawa Szewczyka.

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy niezwykle aktualnego i istotnego problemu,
jakim jest poszukiwanie nowych platform szczepionkowych. Autorka koncentruje si¢ na poszukiwaniu
innowacyjnych platform, ktéore moglyby laczy¢ zalety czastek wirusopodobnych (VLPs) oraz
technologii mRNA. Gtéwnym celem dysertacji bylo stworzenie i ewaluacja dwuwalentnego preparatu,
ktory moglby stanowié nowe rozwiazanie w profilaktyce zakazen dwoma groznymi patogenami:
wirusem grypy typu A (IAV) oraz wirusem zapalenia watroby typu B (HBV). Wirus HBV, nalezacy do
rodziny Hepadnaviridae, odpowiada za ok. 1,3 mln zgondéw rocznie, gtownie z powodu powiktan w
postaci marskos$ci oraz nowotworow watroby. Z kolei wirus grypy typu A charakteryzuje si¢ wysoka
zmienno$cig antygenowa, co wymusza coroczng aktualizacj¢ sktadu szczepionek, ktorych skutecznosé
waha si¢ obecnie jedynie migdzy 20 a 60%.

W swojej pracy Autorka zaproponowata nowatorskie podejscie polegajace na wykorzystaniu
czastek wirusopodobnych zlozonych z malego biatka powierzchniowego wirusa HBV (sHBsAg-VLPs)
oraz stabilizowanego mRNA kodujacego nukleoproteing (NP) wirusa grypy typu A. Wybor sHBsAg-
VLPs wynikat z faktu, iz VLPs nasladujg morfologi¢ natywnego wirusa i s3 wysoce immunogenne, a
jednoczesnie catkowicie bezpieczne, gdyz nie zawierajg materialu genetycznego patogenu. Natomiast
biatko NP wirusa grypy typu A zostalo wybrane jako wysoce zachowawcze, co daje nadziej¢ na
uzyskanie ochrony przed ré6znymi szczepami wirusa grypy.
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Podjeta przez Doktorantke ambitna proba potaczenia zalet tych dwoch platform ma na celu
polaczenie szybkosci adaptacji i produkcji charakteryzujacej platform¢ mRNA oraz silnych wtasciwosci
immunostymulujacych czastek wirusopodobnych, ktére wspolnie moga stanowi¢ nowa atrakcyjna
platforme szczepionkowa.

Rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Gackowskiej ma typowy, przejrzysty uktad i sktada si¢
z rozdzialow: Wstep, Cele pracy, Materiaty i1 aparatura, Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie,
Bibliografia oraz Osiagniecia naukowe. Przed wstgpem Autorka zamieScila 2-stronicowy Wykaz
skrotow, 2-stronicowe streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim (Abstract) oraz szczegdtowy
spis tresci (3 strony). Calo$¢ dysertacji liczy 129 stron. Praca zostala zilustrowana licznymi,
estetycznymi rysunkami (42 ryciny) oraz zestawieniami tabelarycznymi (11 tabel).

Rozdzial zatytulowany Wstep stanowi bardzo ciekawe opracowanie na temat taksonomii,
budowy wirionu, geomow, epidemiologii wirusow HBV i IAV, liczgce 27 stron. Autorka szczego6lng
uwage poswieca biatku powierzchniowemu sHBsAg, ktore posiada zdolno$¢ do samoistnego sktadania
si¢ w subczastki wirusowe o $rednicy ok. 22 nm. Doktorantka analizuje mechanizmy zmiennosci wirusa
IAV, takie jak przesunigcie i skok antygenowy, ktore sg gtdwnag przyczyna ograniczonej skutecznosci
obecnych szczepionek (wahajacej si¢ od 20 do 60%). Autorka stusznie wskazuje, ze NP jest biatkiem
wysoce zachowawczym, co daje realng szans¢ na opracowanie uniwersalnego preparatu chronigcego
przed wieloma szczepami wirusa grypy. Porusza takze kwesti¢ technologii szczepionek mRNA oraz
czastek wirusopodobnych, szczegdétowo opisuje mechanizmy zmiennosci wirusow oraz ewolucje
platform szczepionkowych. Ostatnia cze$¢ wstepu skupia si¢ na VLPs jako bezpiecznej i wysoce
immunogennej alternatywie dla tradycyjnych szczepionek. Autorka przywotuje historig¢ pierwszej
szczepionki opartej na VLPs przeciwko HBV z 1986 roku i analizuje mozliwo$ci tworzenia czastek
chimerycznych, ktéore moga prezentowac obce epitopy na swojej powierzchni. Podkres$la przy tym
zdolno$¢ VLPs do stymulacji zarowno odpowiedzi humoralnej, jak i komoérkowe;j, co jest kluczowe dla
skutecznej immunizacji.

Do rozdziatu mam jednak pewne uwagi, ktére wymieniam ponizej:

1. Wstep, bedacy czwartym rozdzialem w kolejnosci, zgodnie z numeracjg rozdzialdw, po
Wykazie skrotow oraz streszczeniach pracy — polskim i angielskim, rozpoczyna si¢ natychmiast
od opisu taksonomii i szczegotow budowy wirusa HBV. Nie jest to btad, jednak pozostawia
pewien niedosyt brak cho¢by krotkiego wprowadzenia w tematyke pracy.

2. Niektdre elementy opisdéw we Wstepie zostaly potraktowane zbyt skrétowo. Na przyktad stabo
opisany zostal sposdb zakazenia przez wirusa HBV. Autorka wspomina sposob przenoszenia
si¢ wirusa, informujgc iz dzieje si¢ to przez krew osoby zakazonej, podajac przyktad transfuzji
czy przeniesienia z matki na dziecko, zwracajac tez uwage na chroniczng postaé¢ choroby,
jednak nie rozwija tego tematu, nie pisze na przyklad nic o zakazeniach wokoét szpitalnych i
catym szeregu mozliwych powiklan zakazenia.

3. Str. 15 — Autorka opisuje biatko HBx wirusa HBV, ktore rzeczywiscie jest stabo poznane,
jednak poza informacjami o jego wielko$ci oraz kilku innym cechom i funkcjom, zabrakto opisu
jego potencjatu w onkogenezie, co w przypadku tego bialka wydaje si¢ by¢ jego kluczowa
funkcja.
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4. Str. 13 - Opis genomu wirusa HBV — w przypadku tego rodzaju opiséw bardzo pomocne dla
czytelnika jest umieszczenie grafiki przedstawiajacej schemat takiego genomu, czego w tym
miejscu zabrakto.

5. Str. 14 — Opisujac whasciwosci czastki wirusa HBV, Autorka uzywa nazwy ,,czasteczka
Dane’a”, jednak w zaden sposob nie definiuje tego pojecia, co bytoby w tym miejscu pozadane.
Dodatkowo termin powinien brzmie¢ ,,czastka Dane'a”.

6. Str. 21 - Ryc. 4 przedstawia bardzo estetyczny schemat drzew filogenetycznych hemaglutynin
1 neuraminidaz wirusa grypy typu A. Jednakze schemat sam w sobie mato tlumaczy,
zdecydowanie brakuje w legendzie krotkiego opisu i wyjasnienia kolorystycznego
zaznaczonych elementow.

7. Str. 25 - Ryc. 7 przedstawiajacy cykl replikacyjny wirusa IAV jest wysokiej jakosci graficznej,
jednak niestety mato informatywny dla czytelnika. Brakuje na nim numeracji najwazniejszych
etapow cyklu oraz krotkich opisow w legendzie do kazdego z tych etapéw. Dodatkowo rysunek
dos¢ ogodlnie przedstawia poszczegoélne etapy cyklu wirusa, nie doréwnujac poziomowi
szczegotowosci opisu w rozdziale.

Cel pracy zostal sformulowany jasno i precyzyjnie. Glownym zatozeniem bylo otrzymanie i
ocena skutecznosci dwuwalentnej szczepionki taczacej czastki sHBsAg-VLPs oraz mRNA kodujacego
nukleoproteing (NP) wirusa grypy. Realizacja tego celu wymagala etapowego podejécia, obejmujacego
optymalizacj¢ oczyszczania biatek, modyfikacje struktury VLPs w celu wigzania kwasow nukleinowych
oraz badania in vivo na modelu mysim. Nie spotkatem si¢ wczes$niej z podejsciem taczacym VLPs
jednego gatunku wirusa z mRNA kodujacym biatko innego gatunku w celu konstrukcji szczepionki
dwuwalentnej, co jest interesujacym pomystem, zastugujacym na wyrdznienie.

Materialy i metody zostaly podzielone na dwa nastepujace po sobie rozdziaty. Pierwszym z nich
jest 13-stronicowy rozdzial opisujacy Materialy i aparature wykorzystane w pracy. Doktorantka
opisala stosowane w pracy sekwencje genow syntetycznych, starterow, odczynniki, pozywki, bufory i
ich sktad, plazmidy, linie komoérkowe, aparaturg i oprogramowanie. Na kolejnych 14 stronach opisuje
Metody wykorzystane w pracy. Autorka wykorzystala szeroki wachlarz nowoczesnych technik
biotechnologicznych, w tym system ekspresji bakulowirusowej w komodrkach owadzich, chromatografig
powinowactwa, transkrypcje in vitro (IVT), mikroskopi¢ elektronowg (TEM) oraz zaawansowane testy
immunologiczne (ELISA). Nie mam zastrzezen co do stosowanych w pracy metod, sa nowoczesne i
wlasciwie uzyte, a takze szczegdtowo opisane, chociaz czasem zbyt skrotowo. Doktorantka z sukcesem
opanowata bardzo zaawansowanie metody produkcji i oczyszczania bialek wirusowych w owadzich
systemach ekspresyjnych, a takze techniki mutagenezy i badan na myszach, co jest szczeg6lnie warte
podkreslenia i nie zawsze mozliwe do wykonania.

Do tej czesci mam kilka drobnych uwag/pytan:

1. Dlaczego do zatwierdzenia badan na zwierzgtach wybrano komisje bioetyczng w Bydgoszczy,
skoro badania odbywaty si¢ w Gdansku?

2. Na stronach 44-47 Autorka przedstawita spis odczynnikéw z nazwami firm producentow,
wymieniajac je w tekscie, co zazwyczaj lepiej wyglada w formie tabelaryczne;j.
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3. Metody uzyte w pracy opisane s3a bardzo zwiezle, przy uzyciu dos¢ hermetycznego jezyka,
przechodzacego w niektdrych miejscach w typowy zargon laboratoryjny, np.

— str. 54 — , Hodowla nocna komorek E. coli zostala odmtodzona”,

— str. 58 - "Po transferze biatek na blong PVDF wyblokowano ja 5% roztworem odtuszczonego
mleka (...) w temperaturze pokojowej z bujaniem." - powinno by¢: ,,Po transferze biatek na
btong PVDF zablokowano ja 5% roztworem odluszczonego mleka (...) w temperaturze
pokojowej z kotysaniem.”,

— str. 62 - "W celu uzyskania oczapeczkowanego mRNA" — powinno by¢: ,,W celu uzyskania
mRNA z czapeczka / z kapem”.

Doktorantka przedstawita Wyniki pracy na 32 stronach. Rozdziat ten stanowi najobszerniejsza
czg$¢ pracy i zostal podzielony na trzy powigzane podrozdziaty, w ktérych Autorka w sposob
usystematyzowany prezentuje efekty swoich prac eksperymentalnych.

Pierwszy etap badan koncentrowal si¢ na opracowaniu wydajnej metody produkcji i
oczyszczania chimerycznych VLPs w systemie owadzim Sf9. Kluczowym osiagnigeciem Doktorantki
bylo wprowadzenie do sekwencji sHBsAg znacznika Twin-Strep-tag, krotkiego tacznika oraz sygnatu
dla enterokinazy na N-koncu biatka, co pozwolito na zastapienie skomplikowanych, wieloetapowych
protokotéw oczyszczania wydajng, jednoetapowa chromatografia powinowactwa. Analizy z
wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) oraz dynamicznego rozpraszania
swiatta (DLS) dostarczyly dowodow, ze wigkszos¢ wariantow (z wyjatkiem capins) posiada zdolnos¢
do samoistnego skladania si¢ w prawidlowe VLPs. Warto zauwazy¢, ze Autorka rzetelnie
przeanalizowata stabilno$¢ czastek, wykazujac, ze sHBsAg-VLPs ulegaja rozktadowi jedynie pod
wptywem uzytych detergentdw, ale niestety proby ich usuniecia prowadzity do formowania agregatow.
Zwraca uwage wykonana przez Doktorantke transmisyjna mikroskopia elektronowa przedstawiajaca
wyniki produkcji VLPs sHBsAg w rdéznych wariantach, poprzez wysokiej jakosci zdjecia
potwierdzajace ich sktadanie.

Drugi podrozdziat wynikow dotyczyt zaprojektowania matryc do transkrypcji mRNA oraz
analizy ich zdolno$ci do wigzania si¢ z VLPs. Doktorantka skutecznie otrzymata funkcjonalne mRNA
kodujace biatko EGFP oraz nukleoproteing (NP) wirusa grypy, stosujac nowoczesne modyfikacje
zwickszajgce stabilnos¢, takie jak czapeczka CleanCap AG oraz uzycie N1-metylo-pseudourydyny
zamiast urydyny podczas transkrypcji. Funkcjonalnos¢ mRNA potwierdzono w testach transfekcji
komoérek HEK293T i Vero E6. Kluczowym elementem tej czesci pracy byty badania powinowactwa.
Wykorzystujac radioaktywnie znakowane mRNA, Autorka udowodnita, Zze warianty capmut1, capmut2
i capsubl posiadaja zdolno$¢ wigzania kwasu nukleinowego. Bardzo interesujacy wynik uzyskano dla
wariantu capsubl, ktory jako jedyny wykazal zdolno$¢ wigzania mRNA w warunkach natywnych (test
typu dot blot), co moze sugerowac ekspozycje motywu wigzacego na zewnatrz czastki, jednak nie udato
si¢ potwierdzi¢ doktadnej lokalizacji tej domeny. Niemniej jednak eksperymenty zostaly $wietnie
zaplanowane, zobrazowane, wida¢ ogromny wktad pracy w ich uzyskanie.

Ostatnia czgs¢ wynikow opisuje analize immunogennos$ci mieszanin VLPs-mRNA w modelu
mysim C57BL/6. Celem tego etapu byla ewaluacja dwuwalentnych kandydatow szczepionkowych
laczacych VLPs i mRNA. Ze wzgledu na trudno$ci w pakowaniu mRNA do wnetrza czastek VLP,
Autorka wykorzystala mieszaniny zawierajace VLPs oraz nanoczastki lipidowe z mRNA-NP bez
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dodatku adiuwantu AddaVax, gdyz obecnos¢ nanoczastek lipidowych sama w sobie moze stuzy¢ jako
adiuwant dla szczepionki biatkowej. Wyniki testow ELISA wykazaty, ze najwyzszy poziom odpowiedzi
humoralnej przeciwko obu antygenom (NP i HBsAg) uzyskano przy uzyciu mieszaniny TS-sHBsAg-
capmutl VLPs z LNPs-mRNA-NP. Analiza odpowiedzi komoérkowej za pomoca testu ELISpot
potwierdzila, ze ten sam kandydat najskuteczniej indukowat produkcje interferonu gamma (IFN) przez
splenocyty w odpowiedzi na oba antygeny.

Podsumowujac, przedstawione wyniki sg spdjne, poparte zaawansowanymi technikami
analitycznymi i stanowig solidng podstawe do wnioskowania o potencjale aplikacyjnym opracowanej
platformy. Na szczegodlne uznanie zastuguje precyzja w doborze wariantow do badan in vivo na
podstawie wczesniejszych analiz strukturalnych i funkcjonalnych.

Drobne uwagi i nie$cistosci z obowigzku recenzenta przytaczam ponize;j:

1. Poczatek rozdziatu z wynikami sprawia wrazenie dalszego ciagu opis metod. Swiadczy o tym
ryc. 11, ktéry po raz pierwszy zostal wspomniany w metodach (rozdziat 7.10, str. 55), a jest
umieszczony dopiero w rozdziale z wynikami (str. 68).

2. Str. 81 - Tabela 11. Formulacja buforéw uzytych do rozktadania VLPs. Rozumiem zamyst
Autorki, aby w wynikach pokaza¢ droge do przygotowania VLPs i mozliwosci ich skladania
oraz rozkladania, ale jednak wg Recenzenta tabela z r6znymi buforami powinna by¢ opisana w
rozdziale z metodami.

Dyskusja jest przeprowadzona na 7 stronach w sposob krytyczny i wyczerpujacy. Autorka
rzetelnie odnosi swoje wyniki do aktualnego stanu wiedzy, analizujac m.in. wptyw fosforylacji domeny
ARD z biatka kapsydowego wirusa HBV na wigzanie RNA oraz wyzwania zwigzane z pakowaniem
kwasow nukleinowych do wnetrza ostonkowych VLPs. Stusznie zauwaza ograniczenia wynikajace z
braku specyficznego pakowania mRNA do wnetrza czastek, co wymusito zastosowanie nanoczastek
lipidowych jako no$nika wspomagajgcego.

Po rozdziale z Dyskusja na 1 stronie Doktorantka przedstawia wypunktowane, zwigzle
Podsumowanie.

W rozdziale Bibliografia na 21 stronach Autorka wykazuje 213 pozycji literatury,
przedstawiajacych bogatg literature przedmiotu, w wickszo$ci z ostatnich kilkunastu, co $wiadczy o
bardzo dobrym rozeznaniu Autorki w opisywanej tematyce. Zwrocit moja uwage troche nietypowy jak
na prace biologiczne sposdb cytowania z numeracjg w goérnych indeksach.

Ostatnia strona pracy stanowi przedstawienie osiaggnie¢ naukowych Doktorantki.

Pani mgr Gackowska jest wspotautorka 4 prac naukowych. Kluczowe wyniki ocenianej pracy
doktorskiej zostaty przedstawione w publikacji naukowej w czasopismie Virology, ktorej Doktorantka
jest pierwszym autorem:

Gackowska, K., Krejmer-Rabalska, M., Drazkowska, K., Jemielity, J., Krol, E., Szewczyk, B.
(2025). Affinity-purified sHBsAg-based virus-like particles as a platform for foreign mRNA
binding. Virology, 611, 110651. (IF 2.4, 100 pkt. MNiSW, Q3).

5



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
uAM Zaklad Wirusologii Molekularnej

Ponadto Doktorantka jest wspotautorka publikacji dotyczacych wariantéw wirusa SARS-CoV-
2 oraz wirusa grypy HS5N1 u kotéw, w czasopiSmie FEurosurveillance, a takze badan nad
chemioterapeutykiem stosowanym w leczeniu biataczki w RSC Advances.

Swoje wyniki prezentowala na miedzynarodowych konferencjach naukowych w postaci
plakatow w latach 2023 1 2025.

Praca doktorska zostata sfinansowana z projektu ,, Transport stabilizowanego, terapeutycznego
mRNA upakowanego w czastkach wirusopochodnych do komoérek ssaczych”, realizowanego pod
kierownictwem promotora pracy, prof. dr. hab. Bogustawa Szewczyka (OPUS 17, nr
2019/33/B/NZ6/01241).

W tym miejscu zebralem pewne kwestie merytoryczne / pytania, o ktérych wyjasnienie
chcialbym prosié:

1. W temacie pracy Doktorantka odnosi si¢ wprost do ,,Makroczasteczkowych struktur opartych
o czastki wirusopodobne jako potencjalnych nos$nikow szczepionek bazujacych na
stabilizowanym mRNA”. Chciatbym zapytaé, czy w zamysle badawczym od samego poczatku
byto przygotowanie szczepionki dwuwalentnej, opartej na dwoch odmiennych platformach
technologicznych, czy raczej zamyst wykorzystania VLPs sHBVsAg jako innowacyjnego
no$nika dla szczepionki mRNA przeciw grypie? Dwuwalentno$¢ w takim przypadku osiagamy
niejako ,,przy okazji”. Pomimo wielu wyjasnien i1 kontekstow podanych w pracy, chcialbym
prosi¢ o wyjasnienie tej kwestii.

2. Szkoda, ze nie udalo si¢ opracowac skutecznej metody ponownego skladania VLPs z
zapakowanym mRNA bez uzycia detergentdw, co mogloby znaczaco wzmocni¢ potencjat
aplikacyjny platformy. Czy planowany jest powrot do tych badan juz po formalnym
zakonczeniu tej pracy doktorskiej?

Dysertacja doktorska Pani mgr Karoliny Gackowskiej napisana jest prawidtowo, poprawna
polszczyzna i dobrze si¢ ja czyta. Zawiera dopracowane rysunki i przejrzyste tabele. Doktorantka nie
ustrzegla si¢ niestety drobnych bledow — stylistycznych, literowych czy interpunkcyjnych. Wymieni¢
niektore z nich jako przyktad, aby zwroci¢ uwage na mozliwe ich uniknigcie w przysztosci:

— Str. 7 —jest: ,,pgRNA — pregenomowe RNA”, powinno by¢: ,,pregenomowy RNA” (kwas
rybonukleinowy RNA — rodzaj meski),

—  Str. 62 —jest: ,,Uzyskane mRNA zostato rowniez rozdzielone...”, powinno by¢: ,,Uzyskany
mRNA zostat rowniez rozdzielony...” (i wiele podobnych przyktadow w pracy),

—  Str. 13 —jest: ,,Wirus ten przenosi si¢ on poprzez...”, powinno by¢: ,,Wirus ten przenosi si¢
poprzez...”,

—  Str. 23 — jest: ,,...ma za zadanie zwigzanie czapeczki z pre-mRNA gospodarza”, - btad
formatowania pracy, po stowie "czapeczki" nie powinno by¢ przejscia do nowej linii,

— Str. 31 — jest: ,,...aby mogly chroni¢ przed najbardziej dominujacym w tym okresie
wariancie...” - powinno by¢: ,,...aby mogty chroni¢ przed najbardziej dominujagcym w tym
okresie wariantem...”,
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— Str. 38 — jest: ,,Oprocz dostgpnych juz na rynku preparatach opartych na czastkach”,
powinno by¢: ,,Oprdocz dostepnych juz na rynku preparatow opartych na czastkach”,

—  Str. 62 —jest: ,,Stezenie oczyszczonego mRNA zostato zmierzono spektrofotometrycznie”,
powinno by¢: ,,Stezenie oczyszczonego mRNA zmierzono spektrofotometrycznie”,

— Str. 63 — jest: ,,probki biatek rozdzielono zelu Bolt”, powinno by¢: ,,probki biatek
rozdzielono w zelu Bolt”,

— Str. 41 - Tabela 8 - niepotrzebnie podzielona jest pomiedzy dwie rdzne strony,

— Str. 68 — jest: ,juzyskalam klony, ktére nastepnie potem oczys$citam”, powinno by¢:
,uzyskatam klony, ktore nastepnie oczyscitam”,

— Str. 72 — jest: ,,konieczne jest go oczyszczanie z lizatdow komodrkowych”, powinno by¢:
konieczne jest jego oczyszczanie z lizatow komorkowych”,

—  Str. 79 — jest: ,,Po kazdych 24 h inkubacji rozdzielitam probki...”, powinno by¢: ,,Po
kazdych 24 h inkubacji rozdzielatam probki...”.

Przedstawione krytyczne uwagi nie wplywaja jednak na bardzo wysoka koncowa ocene
pracy. Praca mgr Karoliny Gackowskiej swiadczy o jej biegltosci w planowaniu eksperymentow i
umiejetnosci krytycznej analizy ztozonych danych. Uzyskane wyniki, czgsciowo opublikowane w
impaktowanym czasopismie Virology, wnoszg istotny wktad w rozwdj nowoczesnej wirusologii i nauki
o szczepionkach.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ pracy nalezy zaliczy¢:

1. Opracowanie nowej metody oczyszczania VLPs opartych na sHBsAg z systemu
bakulowirusowego z uzyciem znacznika Twin-Strep-tag, z mozliwo$cia jego odcigcia.

2. Zbadanie immunogennosci mieszanin zawierajagcych mRNA-NP i nowych wariantow
sHBsAg-VLPs oraz wytypowanie najlepszego kandydata szczepionkowego do dalszych
badan, ktorym jest mieszanina wariantu TS-sHBsAg-capmutl VLPs z LNPs-mRNA-NP.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Gackowskiej jest bardzo
warto$ciowa i wnosi do nauki wiele nowych danych. Na szczegdélne uznanie zashuguje pomystowosé
w projektowaniu chimerycznych czastek oraz rzetelnos$¢ przeprowadzonych badan immunologicznych.
Praca w pelni spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i stanowi solidng podstawe do dalszych
prac nad uniwersalnymi szczepionkami.

Doktorantka zaprezentowala w pracy nowe podejécie do szczepionek oparte o pomyst
szczepionki dwuwalentnej przygotowanej na réznych platformach. Wykonata szereg trudnych badan
molekularnych, uzyskujac konkretne mierzalne wyniki. Realizacja niezwykle trudnego zadania
wymagata od Doktorantki nie tylko bieglosci w technikach inzynierii genetycznej i biologii
molekularnej, ale takze opracowania wydajnej metody produkeji i oczyszczania chimerycznych
czastek z wykorzystaniem systemu bakulowirusowego i chromatografii powinowactwa.
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Za szczegOlnie cenne uwazam przetestowanie na zwierzg¢tach in vivo immunogenno$ci
mieszanin zawierajacych mRNA-NP i1 nowych wariantéw sHBsAg-VLPs co pozwolito na
potwierdzenie, ze najlepszym kandydatem szczepionkowym jest mieszanina sktadajaca si¢ z VLPs
wariantu capmutl i nanoczastek lipidowych z mRNA-NP. Temat jednoczesnego podania dwoch
roznych szczepionek, uodparniajacych na dwa zupeknie rézne wirusy, opartych takze na odmiennych
platformach technologicznych jest niezwykle nowatorski, stanowigc innowacyjne podejscie do badan
nad szczepionkami. Wyniki badan Pani mgr Karoliny Gackowskiej dowodza, ze zastosowanie
mieszaniny zawierajacej VLPs oraz mRNA moze by¢ nowa atrakcyjna platforma szczepionkows.
Wyniki te zostalty w czesci opublikowane w czasopiSmie Virology w 2025 roku. Dlatego biorgc pod
uwage duzg warto$¢ poznawcza przedstawionych wynikow i ogromny potencjal aplikacyjny
uwazam, iz praca doktorska mgr Karoliny Gackowskiej zastuguje na wyraéznienie.

Os$wiadczam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Karoliny Gackowskiej
spetnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia
20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) i wnosze
do Wysokiej Rady Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o przyjecie tej rozprawy i
dopuszczenie Pani mgr Karoliny Gackowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Signed by /
Podpisano przez:

Robert Nawrot
Date / Data:

2026-03-23
21:26




		2026-03-23T21:26:39+0100




