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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Baran pt. ,,Opracowanie metody in vitro do oceny

immunogennos$ci komponentéw szczepionek w profilaktyce choréb infekcyjnych”.

Przedtozona do mojej oceny praca doktorska autorstwa mgr Joanny Baran zostata wykonana w
Katedrze Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykéw Wydzialu Chemicznego Politechniki
Warszawskiej we wspolpracy z Centrum Zaawansowanych Materiatow i Technologii CEZAMAT, pod
kierunkiem dr hab. Moniki Staniszewskiej, prof. PW jako promotora. Wspoétkierujaca praca byta dr
Matgorzata Milner-Krawczyk.

Przedmiotem rozprawy bylo opracowanie komoérkowych modeli in vitro typu 2D i 3D
umozliwiajacych ocen¢ potencjalu adiuwantowego lub immunogennego oraz wlasciwosci
cytotoksycznych wytypowanych, przez Autorkeg, komponentéw potencjalnej szczepionki przeciwko
zakazeniu koronawirusem SARS-CoV-2. Jako adiuwant szczepionkowy zastosowano nowatorsko dla
potrzeb immunoprofilaktyki modyfikowany, niezdolny do replikacji szczep onkolitycznego adenowirusa
Ad5/3-D24-ICOSL-CD40L charakteryzujacy si¢ ekspresja dwoch ligandow, mianowicie ICOSL i
CD40L, swoistych, odpowiednio, dla powierzchniowych czasteczek ICOS i CD40, warunkujacych
dodatkowe lecz niezbedne interakcje miedzykomdrkowe zapewniajace wzbudzenie efektywnej
odpowiedzi odpornosciowej, w tym odpowiedzi poszczepiennej. Z kolei komponent antygenowy
doswiadczalnej szczepionki stanowily rekombinowane biatka wirusa SARS-CoV-2, mianowicie
otrzymane w ramach doswiadczalnej czesci pracy doktorskiej biatko rRBD obejmujace domeng
ostonkowej glikoproteiny S wirusa bezposrednio zaangazowana w wigzanie blonowego receptora
komdrkowego, ktérym jest konwertaza angiotensyny II (AGE2), a takze komercyjna podjednostka S1
glikoporoteiny ostonkowej S 1 komercyjne biatko nukleokapsydu N. Ponadto w sktad niektorych
testowanych kompozycji szczepionkowych wchodzity przeciwciata swoiste dla wspomnianej powyze;j
ostonkowej glikoproteiny S wirusa SARS-CoV-2. Biorgc pod uwage, iz zakazenia wirusem SARS-CoV-
2 nadal stanowia istotny problem kliniczny, a dostepne narzedzia ich immunoprofilaktyki zapewniaja
jedynie krotkotrwata ochrong odpornosciowa, uwazam tematyke badawcza podjeta przez Panig mgr
Joanne Baran za szczeg6lnie uzasadniona. Niezwykle pozadanym byloby bowiem dysponowanie

modelami in vitro umozliwiajacymi szybka oceng 1 wiazace si¢ z nia precyzyjne dopracowanie potencjatu
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badanego preparatu immunoprofilaktycznego, czy tez immunoterapeutycznego do poziomu
zapewniajacego rozwoj dlugotrwatej, swoistej ochrony odpornosciowej, nie tylko w przypadku zakazen
wirusem SARS-CoV-2, ale takze innymi patogenami. ‘

Uktad rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Baran obejmuje standardowe dla tego typu
manuskryptéw rozdzialy (Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski,
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Bibliografia), a takze dodatkowe czesci, takie jak opis
ograniczen i perspektyw odnoszacych sie do typu prowadzonych doswiadczen oraz usystematyzowane
listy rycin i tabel. Dodatkowo w manuskrypcie przedstawiono spis osiggnie¢ naukowych bedacych
wynikiem prowadzonych prac badawczych z zakresu biotechnologii.

Wstep rozprawy doktorskiej jest rzeczowy i bardzo dobrze przemys$lany. Przedstawiono w nim
m.in. zagadnienia merytoryczne dotyczace badanych w doswiadczeniach parametréw warunkujacych
rozw6j mechanizméw odpornosciowych indukowanych przez oceniane kompozycje szczepionkowe.
Ponadto omodwione zostaly walory i ograniczenia modeli doswiadczalnych stosowanych do
charakterystyki sktadnikow potencjalnych preparatow szczepionkowych. Moim zdaniem, przedstawiajac
zalety komorkowych modeli in vitro zbyt definitywnie stwierdzono ich przewage nad zwierzecymi
modelami in vivo. Dlatego prositabym Paniag Magister o wyjasnienie czy rzeczywiscie jej stanowisko w
tej kwestii jest tak jednoznaczne? Czy etycznie dopuszczalnym jest lub kiedykolwiek bedzie izolowanie
ludzkich tkanek, oprocz krwi, w celu tworzenia nowych modeli in vitro? Czy modele zwierzece in vivo
rzeczywiscie sa ubozsze jesli chodzi o przeprowadzanie badan na licznej i zréznicowanej populacji
osobnikéw i nie zapewniaja odpowiedzi odpornosciowej ze strony réznorodnych populacji komérek
zar6wno immunokompetentnych, jaki i tych nie wchodzacych w sktad uktadu odpornosciowego? Nie
znajduje tez etycznych argumentéw wskazujacych na bardziej uprawnione wykorzystywanie w
badaniach doswiadczalnych ludzkich modeli komérkowych. Wdzigczna bede za wyjasnienie rowniez tej
kwestii. Niewatpliwie bardzo interesujacym podejsciem naukowym wykorzystanym w prezentowanej
pracy jest zastosowanie po raz pierwszy, jako adiuwantu szczepionkowego, onkolitycznego,
modyfikowanego adenowirusa Ad5/3-D24-ICOSL-CD40L, badanego juz wczesniej pod katem jego
potencjatu jako nowoczesnego narzedzia terapii przeciwnowotworowej. Wspodtautorka tamtych badan
jest Pani Prof. Monika Staniszewska — promotor recenzowanej pracy doktorskiej. Poniewaz ten aspekt
projektowania sktadu potencjalnych szczepionek jest bardzo intrygujacy, prositabym o przyblizenic jakie
zalety 1 ograniczenia wiaza si¢ z wprowadzaniem tak skonstruowanych adiuwantéw? Trafnym
elementem wstepnej czesci rozprawy jest takze charakterystyka samego wirusa SARS-CoV-2, ale takze
omowienie strukturalnych bialek wchodzacych w sktad jego wirionu, ktore zostaty wytypowane jako
potencjalne skladniki komponentu antygenowego badanych kompozycji szczepionkowych. W tym
fragmencie, moze byloby jednak warto poswieci¢ wigcej uwagi waznemu dla przebiegu cyklu

replikacyjnego wirusa biatku N. Zakres merytoryczny przytoczonych we Wstepie informaciji naukowych
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wskazuje na duza wiedze teoretyczna mgr Joanny Baran i tym samym na jej Swietne przygotowanie do
zadan badawczych wykonanych w pracy doktorskie;j.

Cel pracy zostal sformutowany w sposéb czytelny i precyzyjny, a jego osiggniecie zaplanowano
poprzez realizacj¢ dziewigciu ambitnych etapéw doswiadczalnych.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje wykorzystanie w pracy réznorodnych metod i technik
badawczych z zakresu mikrobiologii, immunologii, biotechnologii i genetyki. Tak bogaty warsztat
badawczy niewatpliwie wymagal duzego zaangazowania i cechuje doswiadczonych naukowcow.
Odnoszac sie do tego rozdziatu prositabym Pania mgr Joanng Baran o odpowiedz na kilka nurtujacych
mnie pytaf. Czy okreslany byt status immunologiczny/serologiczny krwiodawcéw jesli chodzi o przebyte
infekcje wirusem SARS-CoV-2 lub przyjete szczepionki przeciwko Covid-19? Jest to wazne ze wzgledu
na mozliwa modyfikacje odpowiedzi odpornosciowej 1 tym samym aktywnosci funkcjonalnej
zaangazowanych w mechanizmy odpornosciowe komodrek pozyskiwanych z krwi osobnikow po
przechorowaniu Covid-19 lub immunoprofilaktycznej immunizacji, co moze ostatecznie przetozyc¢ si¢ na
wyniki prowadzonych doswiadczen. Jakie analizy pozwolity na wyselekcjonowanie regionu
obejmujgcego pozycje 331-524 sekwencji aminokwasowej bialka RBD, jako najbardziej interesujacego
pod wzgledem immunogennosci? Czy zasadnym bylo odrzucanie supernatantow hodowlanych po 72
godzinach stymulacji komérek wybranym komponentem szczepionkowym bez oceny stezen obecnych
w nich cytokin? W mojej ocenie taka procedura mogta przyczyni¢ si¢ do zanizenia zanotowanych w
efekcie koncowym stezen tych rozpuszczalnych mediatorow.

Otrzymane w pracy wyniki zostaly przedstawione w sposéb skrupulatny i stanowia zbidr
najwazniejszych spostrzezen wynikajacych z przeprowadzonych doswiadczen. Jako jedno z osiagnied
wskazano optym-lizacje warunkow izolacji, hodowli 1 przechowywania otrzymywanych z krwi dawcow
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej. Zwrdcono uwage, iz zastosowane modyfikacje osiagnely
efekt w przypadku utrzymania wysokiej zywotnosci komérek w testach 24- i 48-godzinnych, natomiast
w hodowlach prowadzonych 7 dni stwierdzono znamienny spadek ich zywotnosci. W zwiazku z tym
chciatabym zapytaé, na czym polegaly dalsze zabiegi optymalizacji, ktorych celem bylo zapobiezenie
zaobserwowanemu niekorzystnemu efektowi w 7-dniowych doswiadczeniach prowadzonych =z
zastosowaniem zaréwno komoérkowego modelu 2D, jak i 3D? W tym miejscu chciatabym podkresli¢, iz
zanim przystgpiono do zasadniczej czesci doswiadczalnej, wykonano szereg bardzo waznych oznaczen
majacych na celu dostosowanie warunkow prowadzonych procedur badawczych, w tym warunkow
przygotowania 1 hodowli komoérek, a takze stosowanych steze badanych komponentéw
szczepionkowych, tak aby zapewnialy one wiarygodnos¢ danych doswiadczalnych. Moim obowigzkiem
jako recenzenta jest zaznaczenie, iz w przeprowadzonych badaniach mgr Joanna Baran wykorzystala
zaplanowany przez siebie komdorkowy model 3D, bazujacy na jednojadrzastych komoérkach krwi ludzkiej
i komorkach linii Calu-3 reprezentujacych ludzkie komérki nabtonkowe ptuc. Na uwage zastuguje takze

imponujacy zakres okreS§lanych w pracy parametrow, w tym immunologicznych i genetycznych,
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warunkujacych mozliwo$é rozleglej, pordwnawczej analizy potencjatu szczepionkowego wytypowanych
czynnikéw. Charakter badanych zmian zostal przemyslany i dotyczyt m.in. poréwnania wskaznikow
komérkowej i humoralnej odpowiedzi odpornosciowej poprzez oszacowanie, odpowiednio, liczebnosci
populacji limfocytéw TCD* i TCD®" oraz limfocytow B, w tym odpowiadajacych im subpopulacji
komorek pamieci odpornosciowej, przed i po stymulacji wybranymi czynnikami lub ich kompozycjami.
Jednym z parametréw ocenianych w pracy byta rowniez ekspresja powierzchniowe;j czasteczki CD40 z
zastosowaniem komorek linii Vero E6 po ich wczesniejszej stymulacji badanymi antygenami i
adiuwantem. Dlaczego w badaniach tych stosowano rekombinowane biatko rRBD, indywidualnie lub w
kombinacjach, w stezeniu 5,24 pg/ml, ktére jak wstgpnie wykazano jest cytotoksyczne dla testowanych
komorek? Czy uzasadnionym jest analizowanie danych z tak przygotowanych préb badanych?
Dodatkowo przeprowadzono analize na poziomie transkryptomu jednojadrzastych komoérek krwi
obwodowej traktowanych kompozycja obejmujaca modyfikowanego adenowirusa oraz rekombinowane
bialka S i N wirusa SARS-CoV-2. Procedura ta wskazala m.in. wzrost poziomu ekspresji 8 genow w
stymulowanych komoérkach. Aktywno$¢ funkcjonalna produktéow tych genéw powiazana jest z
wewnatrzkomérkowym szlakiem sygnalowym zaleznym od biatka Rapl, znaczacym dla kontroli i
przebiegu réznych proceséw komérkowych, np. adhezji, migracji, proliferacji i przezycia. Odnoszac sig
do celu kluczowego zadania badawczego pracy jakim bylto opracowanie i okreslenie przydatnosci modelu
3D w okre$laniu potencjatu immunoochronnego nowych komponentéw szczepionkowych, nie mam
watpliwosci, iz zostat on osiagniety. Wykonane prace do$wiadczalne dowodza bowiem, iz zapewnia on
ocene zmian réznorodnosci i liczebno$ci subpopulacji limfocytéw T i B, a takze stezen cytokin
modulujacych  wzbudzane poprzez preparat szczepionkowy —mechanizmy —odpornosciowe.
Wspbldziatanie cych elementéw odpowiedzi odpornosciowej jest nieocenione w kontekscie rozwoju
stanu swoistej immunoochrony, a analiza tego typu danych pozwala prognozowa¢ efektywnosc
konstruowanych narzedzi immunoprofilaktyki i/lub immunoterapii.

Badania in vitro pracy doktorskiej zostaly wzbogacone o wartoSsciowg oceng in Vivo
bezpieczenstwa badanej szczepionki obejmujacej modyfikowany szczep adenowirusa oraz
rekombinowane bialka S i N wirusa SARS-CoV-2. Doswiadczenia te przeprowadzono w oparciu o
zastosowanie modelu zwierzecego, dokladnie myszy szczepu BALB/c i wykazaty one brak wptywu
pojedynczych komponentéw, a takze petnego preparatu na przezywalno$¢ zwierzat oraz morfologie 1
wage narzaddw, takich jak pluca, watroba, serce, sledziona, nerki i otrzewna.

Dyskusja wynikéw badan przeprowadzonych w pracy doktorskiej ma form¢ naukowego
opracowania, w ktérym Pani Magister Joanna Baran krytycznie komentuje wlasne wyniki i konfrontuje
je ze $wiatowaq literatura naukowa.

Cennym elementem rozprawy doktorskiej jest przedstawienie ograniczen i perspektyw
dotyczacych podjetego kierunku badawczego. Jak shlusznie podkreslono waznym ograniczeniem w

kontekécie badania aktywno$ci immunogennej czy immunomodulacyjnej nowych szczepionek,
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bazujacych na rekombinowanych biatkach, sa zanieczyszczenia endotoksyna bakteryjng czy tez obecnosé
znacznikéw, np. szesciu reszt histydyny, ktore projektowane sa jako fragment rekombinowanego
produktu warunkujgcy jego oczyszczenie za pomoca chromatografii powinowactwa. Zarowno bowiem
obecno$¢ LPS, jak i dodatkowej sekwencji aminokwasowej moze wplywaé na koncowy efekt
indukowany przez testowany preparat szczepionkowy.

Podsumowaniem pracy doktorskiej jest szes¢ czytelnie sformulowanych wnioskéw
wynikajacych z przeprowadzonych badan.

Przedstawiony spis cytowanych w pracy doktorskiej publikacji obejmuje 188 dobrze dobranych
pozycji literatury przedmiotu.

Pod wzgledem edytorskim recenzowana praca doktorska jest bardzo starannie przygotowana, a
moje wskazdwki techniczne obejmuja zaledwie 6 pozycji.

Przedstawione powyzej pytania i komentarze nie wplywaja na moja wysoka ocen¢ strony
naukowej recenzowanej rozprawy. Zaprezentowane wyniki prac dos$wiadczalnych stanowig oryginalne
podejscie w konstruowaniu komoérkowych modeli in vitro umozliwiajacych szybka ocene wlasciwosci
adiuwantowych i/lub immunogennych komponentéw nowych preparatéw immunoprofilaktycznych czy
tez immunoterapeutycznych. Aspekt nowosci naukowej wnosi takze, bez watpienia, wykorzystanie jako
adiuwantu modyfikowanego adenowirusa oraz wykazanie, ze mechanizm nasilania odpowiedzi
odpornosciowej przez ten sktadnik szczepionkowy zwiagzany jest ze stymulacja ekspresji czasteczki
CD40 wchodzacej w swoista interakcje z ligandem CD40L, co zapewne sprzyja dostarczeniu jednego z
kluczowych sygnaléw kostymulujacych, niezbednego do pelnej aktywacji limfocytéw TCD*.
Dodatkowo, wykorzystany wachlarz technik do$wiadczalnych jest imponujacy, a uzyskane rezultaty
stanowig wklad w rozw¢j reprezentowanej przez Doktorantke dyscypliny.

Dorobek naukowy Pani Magister Joanny Baran jest bogaty. Obejmuje on dwanascie
wieloautorskich publikacji naukowy:h, z czego potowe stanowia prace doswiadczalne. Wszystkie
publikacje odnosza si¢ do dyscypliny biotechnologia. L.aczna warto$¢ wspolczynnika IF dla tych prac
wynosi 32,8, a liczba punktéw ministerialnych 1140. Podkre$lenia wymaga fakt, ze otrzymane w ramach
pracy doktorskiej wyniki staly si¢ podstawa do przygotowania trzech publikacji oryginalnych, z ktérych
dwie ukazaty sie w czasopismie BioTechnologia, a trzecia znajduje sie na etapie oceny recenzentéw w
czasopismie Immunologic Research nalezacym do grupy Springer Nature. We wszystkich tych pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem. Ponadto owocem pracy doktorskiej jest praca przegladowa oraz
zgloszenie patentowe. Koficzac chciatabym podkresli¢ obszerny zyciorys naukowy Pani mgr Joanny
Baran obejmujacy szerokie doswiadczenie naukowe uwarunkowane angazowaniem sie w realizacje
projektow badawczych, a takze uczestnictwem w praktykach i szkoleniach. Wazne miejsce na tej
plaszczyznie zajmuja takze trzy wspétautorskie wnioski patentowe oraz nagrody w konkursach

dotyczacych szybkiej diagnostyki zakazen wirusem Lassa.
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Whiosek koncowy

W moim przekonaniu, rozprawa doktorska mgr Joanny Baran spelnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art. 187 Ustawy — Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i
Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. z pézn. zm. (Dz.U. 2023 poz. 742 z pézi. zm.). Przedstawione badania
zostaly przeprowadzone na wysokim poziomie naukowym, z wykorzystaniem $wietnego warsztatu
metodologicznego Doktorantki, stamowigc oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Przedstawiam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Biotechnologia Politechniki
Warszawskiej wniosek o jej przyjecie i dopuszczenie mgr Joanny Baran do dalszych etapow

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie majgc na uwadze wysokie walory naukowe pracy doktorskiej mgr Joanny
Baran skladam do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia Politechniki

Warszawskiej wniosek o jej wyréznienie.
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