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Dr hab. Ewa Szotajska

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Gackowskiej
pt. ,Makroczasteczkowe struktury oparte o czastki wirusopodobne jako potencjalne nosniki
szczepionek bazujgcych na stabilizowanym mRNA”

Recenzowana rozprawa doktorska zostala przygotowana w Zakladzie Szczepionek
Rekombinowanych Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, pod naukowym kierunkiem prof. dr hab. Bogustawa
Szewczyka.

Projekt doktorski Pani mgr Karoliny Gackowskiej dotyczyl opracowania preparatu
szczepionkowego opartego na czastkach wirusopodobnych wykorzystanych jako potencjalne nosniki
stabilizowanego informacyjnego RNA.

Zastosowanie technologii mRNA, ktora umozliwia szybkie dostosowanie szczepionek do
nowo pojawiajacych si¢ wariantéw wirusa, zrewolucjonizowalo proces wytwarzania szczepionek.
Badania nad zastosowaniem technologii mRNA w profilaktyce chorob zakaznych trwaly intensywnie
od poczatku XXI wieku, a pierwszymi szczepionkami zawierajacymi mRNA dopuszczonymi do
obrotu byly szczepionki przeciwko wirusowi SARS-CoV-2. Wykazaly one skutecznos¢ w
zapobieganiu infekcji oraz jej cigzkiemu przebiegowi i odegraty kluczowa role w spowolnieniu i
opanowaniu pandemii COVID-19, potwierdzajac poza wszelkimi watpliwosciami  skutecznosé
technologii mRNA.

Zaproponowana w rozprawie strategia zakladala wykorzystanie jako no$nika mRNA dobrze
scharakteryzowanego pod wzgledem  strukturalnym  rekombinowanego  malego biatka
powierzchniowego wirusa zapalenia watroby typu B (hepatitis B virus smal surface antygen —
sHBsAg), ktére samorzutnie tworzy nanostruktury wirusopodobne. Takie podejscie jest zgodne z
tendencjami wspolczesnej wakcynologii, ktéra propaguje szczepionki oparte na niezakaznych
rekombinowanych  czastkach  wirusopodobnych  otrzymywanych — w bezpiecznych i
wystandaryzowanych warunkach ekspresji heterologicznej. Ogromna zaletg szczepionek VLP jest ich
zdolnosé do uruchamiania zaréwno humoralnej jak i komérkowej odpowiedzi immunologicznej, ktéra
czyni te czastki uniwersalnymi kandydatami na szczepionki nowej generacji. Obecnie na $wiecie jest
dopuszczonych do uzycia kilka preparatow tego typu. Wybor przez Doktorantke VLP sHBsAg
uzasadnia ich zdolno$¢ do wzbudzenia silnej odpowiedzi immunologicznej oraz potencjat do
prezentacji heterologicznych antygenéw, potwierdzony w przypadku dopuszczonych do uzytku
preparatow szczepionkowych oraz licznych szczepionek eksperymentalnych.

W opracowywanej szczepionce rekombinowane VLP sHBsAg, zostaly zmodyfikowane
poprzez wprowadzenie motywow umozliwiajacych wigzanie kwasow nukleinowych, z zamiarem ich
wykorzystania jako nosnikow mRNA kodujacego nukleoproteing wirusa grypy typu A. Nalezy
podkresli¢, ze potrzebe prowadzenia badai nad opracowaniem szczepionki nowe; generacji przeciw
grypie uzasadnia niezadowalajaca skutecznos¢ dostgpnych do uzycia preparatow szczepionkowych,
wymagajacych dodatkowo corocznej reformulacji, oraz realne zagrozenie wystapieniem kolejnej
pandemii wirusa grypy. Pani Karolina Gackowska zastosowala nowatorskie podejscie do stworzenia
uniwersalnej szczepionki, ktéra w przeciwienstwie do klasycznych preparatow, opartych na szybko
ewoluujacych antygenach powierzchniowych, jest nakierowana na wewngtrzne biatko wirusa o
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wysoce konserwowanej sekwencji aminokwasowej. Zastosowana strategia powinna zapewni¢ ochrong
przed réznymi szczepami wirusa grypy typu A, do ktorego naleza wirusy powodujace miedzy innymi
grype sezonowa u ludzi, ktére w przesziosci byly przyczyng kilku $wiatowych pandemii.
Zaproponowana biwalentna szczepionka jednoczesnie zapewni ochrong przed zakazeniem wirusem
zapalenia watroby typu B.

Realizacje projektu doktorskiego Pani mgr Karolina Gackowska rozpoczeta od opracowania
metody produkcji w systemie ekspresyjnym bakulowirusa i oczyszczania chimerycznych VLP
opartych na sHBsAg. Zaprojektowata kilka wariantow czastek, w ktorych do petli
cytoplazmatycznych sHBsAg zostaly wprowadzone motywy pochodzace z domeny bogatej w argininy
(ang. arginine-rich domain, ARD) biatka kapsydowego HBV wiazacego kwasy nukleinowe. Motywy
te dodatkowo zmodyfikowano w celu zwigkszenia ich zasadowego charakteru, tym samym zdolnosci
do wigzania RNA.

Dodanie do N-konica podwojnej formy Strep-tag - Twin-Strep-tag (TS), wykazujacego wysoka
site wigzania do Strep-Tactin®XT, umozliwito Doktorantce otrzymanie homogennych preparatow
rekombinowanych chimerycznych VLP w wyniku jednoetapowego oczyszczania, z wykorzystaniem
chromatografii powinowactwa. Przewage tej metody nad uzyciem ultrawirowania w gradiencie
OptiPrep potwierdzily analizy z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Uwazam,
ze jest to duze osiagnigcie.

Z wyjatkiem jednej modyfikacji, polegajacej na insercji do petli cytoplazmatycznej motywu
bogatego w argininy o dtugosci 35 aa, zmiany wprowadzone w celu umozliwienia wigzania mRNA
nie wplynely na zdolnos¢ samoorganizacji chimerycznych VLP sHBsAg. Poprawne skiadanie czastek
Doktorantka potwierdzita za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz pomiaréw DLS.

W zalozeniu lokalizacja domen wigzacych kwasy nukleinowe wewnatrz VLP, miata
umozliwi¢ ,,upakowanie” zwigzanego mRNA we wnetrzu czastek podczas ich skladania, zapewniajac
ochrone przed nukleazami oraz umozliwiajac jego dostarczenie do komorek. Natomiast pomimo
przetestowania przez Doktorantke roznych warunkow, proby rozktadania i ponownego sktadania VLP
sHBsAg nie powiodly si¢. Wprawdzie czastki udalo si¢ rozlozy¢ na mniejsze podjednostki z uzyciem
detergent6w, ale proby ich oddializowania prowadzity do powstania agregatow. Zamieszczenie przez
Doktorantke tych wynikéw uwazam za istotne, poniewaz wyniki negatywne sa zwykle pomijane, a
ich publikowanie zapobiega powtarzaniu przez innych badaczy eksperymentéw skazanych na
niepowodzenie.

Kolejnym etapem bylo zaprojektowanie przez Doktorantke czterech matryc do transkrypcji
mRNA, umozliwiajacych uzycie roznych typéw czapeczek. Po potwierdzeniu prawidtowosci i
funkcjonalnosci  konstruktu, Doktorantka do otrzymania stabilizowanego mRNA kodujacego
nukleoproteing wirusa grypy typu A wykorzystata matryce do transkrypcji z czapeczka CleanCap.
Dodatkowo, aby ulatwié wigzanie mRNA do rekombinowanych wariantow TS-sHBsAg, dodata
sekwencje sygnatu pakujacego z genomu HBV jako 5° UTR.

Nastepnie Pani Karolina Gackowska podjeta si¢ sprawdzenia, czy wprowadzone do sekwencji
sHBsAg zmodyfikowane motywy pochodzace z ARD biatka kapsydowego HBV sa zdolne do
wigzania mRNA. W tym celu przeprowadzita eksperyment, w ktorym  zbadata wigzanie
radioaktywnie znakowanego mRNA do wariantow czesciowo zrenaturowanych bialek TS-sHBsAg
na btonie PVDF. Biatka, poza wariantem z insercja diugiej sekwencji bogatej w argininy, wiazaty
radioaktywnie znakowane mRNA kodujace biatka wirusowe o roznych sekwencjach i dlugosciach.
Istotnej informacji o mozliwosci tworzenia kompleksow sHBsAg-VLPs-mRNA dostarczyt
eksperyment, podczas ktérego Doktorantka zbadala wiazanie wyznakowanego fluorescencyjnie
mRNA do czastek sHBsAg-VLPs w warunkach natywnych. Jedynym wariantem, dla ktérego
zaobserwowata odziatywanie z mRNA w eksperymencie opartym o metode typu dot blot, byly czastki
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z substytucja 35 aa motywu wiazacego kwasy nukleinowe. Wynik sugerowat lokalizacj¢ motywu na
zewnatrz VLP.

Ostatnim etapem badan zaprezentowanych w rozprawie byla ewaluacja wybranych
kandydatéw szczepionkowych w modelu in vivo. Autorka podkreslila ze, eksperymenty mialy
charakter pilotazowy, co ograniczylo liczb¢ mozliwych kombinacji mieszanin VLPs-mRNA uzytych
podczas immunizacji myszy. Wykorzystano rozne kombinacje zawierajace warianty VLPs wybrane na
podstawie testow wigzania mRNA, oraz mRNA, bez lub z dodatkiem adiuwantu Addavax. Preparat
mRNA przeznaczony do immunizacji myszy zostal oczyszczony we wspdipracy z Laboratorium
Chemii Biologicznej w Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego kierowanym
przez prof. dr hab. Jacka Jemielitego.

W zwiazku z niepowodzeniem prob otrzymania VLPs z upakowanym wewnatrz mRNA, w
celu dostarczenia mRNA do komoérek docelowych Doktorantka zastosowala nanoczastki lipidowe
(LNP-mRNA-NP). Analizy odpowiedzi humoralnej (test ELISA) i komdrkowej (test ELISpot)
wykazaly, ze zaréwno VLPs oparte na sHBsAg, jak i mRNA kodujace nukleoproteing, byly
immunogenne. Doktorantka stwierdzita, ze najlepszym kandydatem szczepionkowym zawierajacym
zarowno VLPs, jak i mRNA-NP jest mieszanina skiadajaca si¢ z VLPs wariantu z substytucja
krotkiego motywy ARD do pierwszej petli cytoplazmatycznej i nanoczastek lipidowych z
enkapsydowanym mRNA-NP.

W mojej opinii badania przeprowadzone przez Pania Karoling Gackowska stanowia istotny
postep w projektowaniu poliwalentnych szczepionek przeciwko chorobom zakaznym, laczacych
technologie VLP i mRNA. Skuteczno$¢ i bezpieczenstwo jednoczesnego szczepienia preparatem
opartym na antygenach bialkowych oraz zawierajacym mRNA zostaty juz potwierdzone w przypadku
realizowanych zgodnie z rekomendacjami jednoczasowych szczepien przeciw COVID-19 i przeciw

grypie.

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Gackowskiej zostala przedstawiona w formie monografii
naukowej. W mojej opinii tytul rozprawy dobrze odzwierciedla zawarta w niej tres¢. Napisane w
jezyku polskim opracowanie liczy 127 stron, ma poprawny uklad i strukture, na ktéra skladaja sie:
Spis tresci, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim (4bstract), Wstep, Cele pracy, Materialy i
aparatura, Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Bibliografia, Osiggnigcia naukowe. Autorka
uwzglednila takze Wykaz skrotow.

Zawarty na 28 stronach Wstgp stanowi kompetentne wprowadzenie w tematyke rozprawy i
uzasadnia potrzebe podjecia przez Doktorantke prac badawczych. Autorka przedstawita aktualny stan
wiedzy w obszarze badan bedacych przedmiotem rozprawy. W mojej opinii w tekscie zabraklo
informacji dotyczacych nukleoproteiny wirusa grypy w kontekscie potencjatu biatka jako antygenu
szczepionkowego. W szczegdlnosci scharakteryzowania indukowanej przez biatko odpowiedzi
immunologicznej i jej udziatu w eliminacji wirusa podczas infekcji. Cytowane prace zrodlowe zostaty
odpowiednio dobrane, co $wiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym Pani Karoliny
Gackowskiej do realizowanych badan.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawila precyzyjnie cel badan, ktore zostaly
podzielone na cztery etapy.

Rozdzialy Materialy i aparatura oraz Metody zostaly starannie zredagowane. Autorka
uwzglednita wszystkie zastosowane metody oraz materialy badawcze. Szczegdlowosc opisu
umozliwia innym badaczom powtérzenie opisanych doswiadczen. W mojej opinii zastosowane
metody badawcze zostaly odpowiednio dobrane do realizacji zamierzonych celow pracy, a ich szeroki
zakres $wiadczy o duzych umiejetnosciach praktycznych Doktorantki.
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Liczacy 32 strony maszynopisu rozdzial Wynmiki zawiera starannie skonstruowany opis
przeprowadzonych przez Doktorantke eksperymentow oraz uzyskanych danych doswiadczalnych
zaprezentowanych w postaci poprawnie opracowanych rycin. Racjonalnie zaprojektowane
doswiadczenia, ukladajace si¢ w logiczny ciag badaf zostaly wykonane z uwzglgdnieniem
odpowiednich kontroli.

Realizacja projektu doktorskiego wymagata od Pani Karoliny Gackowskiej opanowania
miedzy innymi: metod biologii molekularnej. biochemicznych, hodowli komérek owadzich i
ssaczych, immunologicznych oraz analizy statystycznej danych. Wykorzystanie przez Doktorantke
szerokiego wachlarza metod $wiadczy o Jej duzych umiejetnosciach praktycznych i samodzielnosci w
prowadzeniu badan.

Przedstawiona w syntetycznej formie Dyskusja zostata opracowana w sposob logiczny i
rzeczowy. Rozdzial jest podzielony na sekcje tematyczne, w ktorych Doktorantka analizuje i
interpretuje rezultaty realizacji kolejnych etapow projektu doktorskiego. Nalezy doceni¢ krytyczna
ocene wlasnych wynikow, $wiadczaca o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Podsumowanie Autorka przedstawita w postaci zwieztych stwierdzen, ktére znajduja poparcie
w wynikach zaprezentowanych w rozprawie.

Bibliografia zawiera zestawienie 213 pozycji cytowanych w tekscie rozprawy. Istotng czgs¢
stanowig artykuly naukowe opublikowane w ostatnich latach. Dobor prac $wiadczy o dobrej
znajomosci tematyki badawcze;j.

Rozprawe koficzy wykaz osiggnie¢ naukowych Doktorantki. Zgodnie z informacja istotna
czeé¢ wynikow przedstawionych w rozprawie doktorskiej zostata juz upowszechniona w srodowisku
miedzynarodowym w formie artykutu naukowego opublikowanego w uznanym czasopismie z zakresu
wirusologii (Virology, DOI:htips.//doi.org/10.1016/j.virol.2025.110651). Pani Karolina Gackowska
jest pierwsza autorka artykutu, co $wiadczy o Jej wiodacym udziale w jego powstaniu. Wyniki swoich
badan Doktorantka prezentowata rowniez w formie plakatow podczas migdzynarodowych konferencji
naukowych.

Pragne podkreslié, ze rozprawa zostala bardzo starannie przygotowana pod wzgledem
merytorycznym i redakcyjnym, zawiera bardzo nieliczne bledy majace charakter pomytek pisarskich.

Lektura rozprawy nasunela mi kilka pytan, poprosze Doktorantke o ustosunkowanie sie do
nich podczas publicznej obrony:

e W Zakladzie  Szczepionek Rekombinowanych do nadprodukcji chimerycznych czastek
wirusopodobnych HBV-HCV oraz VLP wirusa kleszczowego zapalenia mézgu, wykorzystywany
byt z sukcesem system oparty na pierwotniaku Leishmania tarentolae, w ktérym produkowane sa
biatka z ssaczym wzorem glikozylacji. TS-sHBsAg VLP byly otrzymywane w komdrkach
owadzich. Poprosze o komentarz do wyboru systemu ekspresyjnego.

e W przypadku immunizacji czastkami TS-sHBsAg-capmutl, najwyzszy poziom odpowiedzi anty-
NP obserwowano gdy stosowano mieszaning VLPs oraz LNPs-mRNA-NP, a najnizszy — gdy
mRNA-NP nie bylo enkapsydowane w LNPs. Poziom ten byl jednak wyzszy niz u myszy
szczepionych tylko buforem PBS lub VLPs z dodatkiem AddaVax. Na tej podstawie Doktorantka
wnioskowata, ze ,,mRNA-NP jest w jakis sposéb chronione przez VLPs i transportowane do
komdrek.” Prosze o doprecyzowanie jaki mogiby by¢ mechanizm ochrony i dostarczenia mRNA
do komorek.

e Wariant capsubl w polaczeniu z nanoczastkami LNPs-mRNA-NP indukowat bardzo staba
odpowiedz anty-HBsAg. Zdaniem Doktorantki ..fakie polgczenie prowadzi do agregacji VLPs
miedzy sobqg lub z LNPs, bgdz do wzajemnej dezintegracji VLPs i LNPs.” Czy przeprowadzono
analiz¢ mikroskopowa badz DLS mieszaniny uzytej do immunizacji?
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e Obserwowana odpowiedz przeciwko NP indukowana w wyniku immunizacji mieszaning VLPs i
LNPs-mRNA-NP byla nizsza w poréwnaniu z odpowiedzig myszy zaszczepionych wylacznie
LNPs-mRNA-NP. Doktorantka stwierdzila, ze: ,..moze to byé spowodowane zbytnim
obcigzeniem ukladu immunologicznego — mniejsza ilos¢ VLPs moglaby by¢ tutaj bardziej
odpowiednia.” Prosze o wyjasnienie w jaki sposob ustalono dawke VLP zastosowang do
immunizacji myszy?

Komercyjne szczepionki przeciwko HBV oparte na VLP sHBsAg sa stosowane w dawkach 20 ug
dla dorostych i 10 ug dla dzieci, w przypadku preparatu Engerix, a preparat Recombivax HB jest
podawany w dawkach 10 ug dla 0séb w kazdym wieku.

e Z powodu braku odpowiednich przeciwciat Doktorantka nie mogta potwierdzi¢ lokalizacji 35 aa
motywu ARD w strukturze VLP. Czy rozwigzaniem mogloby by¢ przeprowadzenie modelowania
molekularnego?

Whioski koncowe

Podsumowujac stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego. Rozprawa prezentuje 0goIng wiedze teoretyczng w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie naukowej biotechnologia oraz umiejetnosci praktyczne
Doktorantki, $§wiadczace o Jej bardzo dobrym przygotowaniu do prowadzenia badan. Pani mgr
Karolina Gackowska wykazata si¢ umiejgtnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz
umiejetnosciami wspétpracy. Stwierdzam, Ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska zatytutowana
Makroczgsteczkowe struktury oparte o czgstki wirusopodobne jako potencjalne nosniki szczepionek
bazujgcych na stabilizowanym mRNA” spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pozn. zm.). W zwigzku z
tym wnioskuje do Rady Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o jej przyjecie i
dopuszczenie mgr Karoliny Gackowskiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora.

Jednoczesnie ze wzgledu na znaczenie poznawcze i w dalszej perspektywie aplikacyjne
uzyskanych przez Doktorantke danych, oraz opublikowanie w artykule naukowym istotnej czesci
wynikéw bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej, wnioskuje do Rady Dyscypliny
Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani Karoliny
Gackowskiej.

Warszawa, dnia 13 marca 2026 r.
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Dr hab. Ewa Szo;ij(g:&

Srodowiskowa Pracownia Hodowli Komoérkowych
i Produkcji Biatek Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
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