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1. Tematyka rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Joanny Baran porusza tematyke innowacyjnych
platform wektorowych stosowanych w projektowaniu szczepionek ochronnych
przeciwko chorobom wirusowym. Jest to zagadnienie o duzym znaczeniu
naukowym i praktycznym, szczegdlnie w Swietle globalnych wyzwan
zdrowotnych, takich jak pandemia COVID-19 czy rosngca opornos¢ na
antybiotyki. W pracy szczegdlng uwage poswiecono zastosowaniu
nowoczesnych metod biologii molekularnej w celu optymalizacji konstrukcji
wektoréw wirusowych. Stworzone w ten sposéb platformy wykorzystane
zostaty jako narzedzia do dostarczania antygenéw do komérek gospodarza, co
umozliwia indukcje silnej odpowiedzi immunologiczne;.

Wprowadzenie do tematyki badawczej przedstawia szczegdtowy przeglad
literatury dotyczacej aktywacji uktadu immunologicznego i zaangazowanych
komodrek obronnych, opis mechanizmu infekcji powodowanej przez wirus SARS-
CoV-2, zaangazowanych w jego rozpoznanie receptorow oraz aktywacje
produkcji cytokin, chemokin i innych mediatoréw. W dalszej czesci Autorka
opisuje mozliwosci prewencji z wykorzystaniem réznych typdw szczepionek, w
tym wykorzystujgcych wektory wirusowe, co pozwala czytelnikowi zrozumiec
kontekst omawianych badani. Rozdziaty poswiecone projektowaniu wektorow
sg szczegotowe i dobrze zorganizowane. Autorka uwzglednita rézne strategie
modyfikacji genetycznych, takie jak wprowadzenie specyficznych mutacji w celu
poprawy wydajnosci transdukcji gendéw. Co wazne, Autorka zwraca takze uwage
na aspekty bezpieczeAstwa, omawiajgc ryzyko przypadkowej aktywacji
mechanizmdéw patogennosci wiruséw wektorowych.
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Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto zoptymalizowanie metody
oceny wfasnosci immunogennych platform adenowirusowych zawierajacych
ligandy ICOS i CD40, w potgczeniu z antygenami: rRBD, S-His oraz/lub N-His.
Analizowano takze ich bezpieczedstwo biologiczne z wykorzystaniem modelu
mysiego.

W przeprowadzonych badaniach Autorka wykorzystata model angazujacy:
izolowane jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC) oraz komoérki linii
Calu-3, ktére w hodowli 3D, w warunkach powietrzno-ptynnych rozwijaja
fenotyp rzeskowy, reprezentujagcy model nabtonka oskrzelowego drég
oddechowych i sg podatne na infekcje wirusem RSV i SARS-CoV-2.

W celu okreslenia efektu immunologicznego badanych platform wykorzystano
zaréwno antygen rRBD (rekombinowane biatko wigzace receptor), pozyskiwany
lokalnie, ktérego czystos¢ byfa jednak niewystarczajgca dla prowadzonych
badan, jak réwniez antygeny dostepne komercyjnie: biatko kolca (S), fragment
S1 z metka histydynowg (Spike-S1-His, nvivoGen) oraz biatko nukleokapsydu z
metka histydynowg (Nucleocapsid-His; InvivoGen). Ponadto, zastosowano dwa
rodzaje adiuwantéw bazujgc na wektorach wirusowych opartych na serotypie
ludzkiego adenowirusa 5, gdzie jeden z nich (AdV1: AdV-D24-ICOSLCD40L)
zawierat ligandy wspotstymulujgce (CD40OL i ICOSL) a drugi wektor AdV5/3 byt
pozbawiony tych transgendw.

Wstepne wyniki miaty na celu optymalizacje procesu izolacji PCMB, z
uwzglednieniem warunkéw termicznych w traktowaniu komorek, sktadu i
przygotowania pozywki, oraz krioprotekcji. Przeprowadzona standaryzacja
pozwolita na zwiekszenie liczby zywych komérek do 88,88% w siddmym dniu
hodowli, co umozliwito dalsze badania.

Dalej zweryfikowano zywotnos¢ komdrek PBMC i VERO E6 po ich ekspozycji na
kontakt ze stezeniowymi kombinacjami adenowiruséw z lub bez ligandéw
wspotstymulujgcych oraz wybranych antygendéw (rRBD, S-His i/lub N-His). W
badaniach tych wykorzystano test MTS oraz cytometrie przeptywowg a takze
elektronowg mikroskopie skaningowa.

Te wstepne standaryzacje umozliwity dalsze, skrupulatne badania zmierzajace
do okreslenia wptywu omawianych czynnikdw immunogennych na odpowiedz
komdrkowa PBMC, w szczegdlnosci zaobserwowano zmiany w subpopulacjach
limfocytow CD4+ i CD8+ oraz komorki CD19+. Z kolei w warunkach ko-hodowli
PBMC ze zrézinicowanymi komodrkami nabtonka ptucnego, prowadzonej w
uktadzie 3D, wykazano zwiekszong ekspresje gendw zwigzanych z szlakiem
RAP1, ktéry odgrywa kluczowa role w odpowiedzi immunologicznej, wptywajac
na réznicowanie limfocytéw T B.
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Przeprowadzono takze profilowanie cytokin z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej, w ktérym stwierdzono zwiekszenie poziomu IL-8 i IL-10
odpowiedzialnych za reakcje przeciwzapalng, oraz IL-12p70 wskazujgcej na silng
aktywacje odpowiedzi immunologicznej, w szczegdlnosci komérek T i NK, w
odpowiedzi na dziatanie petnego wektora wraz z badanymi antygenami S-His i
N-His. Odnotowano takze wzrost poziomu INF-y dla wszystkich badanych
kombinacji z udziatem AdV1, wskazujgc na udziat odpornosci komérkowej w
eliminacji zakazonych komérek.

Finalnie przeprowadzono eksperymenty in vivo z udziatem modelu infekcji u
myszy, wykazujgc, ze badany system platformy szczepionkowej oparty na
adenowirusach AdV1 i AdV2 nie wptywa negatywnie na przezywalnos$¢ myszy,
ani na rozwoj ich narzagdéw wewnetrznych.

Prace konczy obszerna dyskusja i rozdziat wskazujgcy na ograniczenia
przeprowadzonych badan, wynikajgce z koniecznosci uzycia rekombinowanych
biatek, ktére dla celéw oczyszczania niosg w swej sekwencji rozne metki. Moga
one wptywaé na immunogennos¢ lub specyfike odpowiedzi immunologicznej a
ponadto wymagajg dodatkowych krokéw niezbednych dla usuniecia LPS.
Autorka wskazuje takze na trudnosci w czerpaniu informacji o dziataniu uktadu
odpornosciowego w oparciu o ograniczone w czasie hodowle komdrkowe.

Warto podkresli¢ interdyscyplinarnos¢ tematyki rozprawy, ktora jest Scisle
zwigzana z aktualnymi trendami w biotechnologii i mikrobiologii, oferujgc
konkretne rozwigzania dla wspodtczesnych probleméw zdrowotnych i
spotecznych. Autor skutecznie faczy tu wiedze z zakresu biologii molekularnej,
biotechnologii i immunologii, co czyni prace interesujgcg nie tylko dla
specjalistéw w dziedzinie biologii, ale rowniez dla badaczy zajmujacych sie
rozwojem nowych terapii medycznych.

Podsumowujac, rozprawa wnosi warto$ciowe dane empiryczne oraz podstawy
teoretyczne, co podkresla jej znaczenie naukowe.

2. Wiedza kandydata

Autorka rozprawy doktorskiej wykazuje szeroka wiedze teoretyczng i
praktyczng, co znajduje odzwierciedlenie w podejsciu do problematyki
badawczej. W pracy przedstawiono analizy mechanizmdéw molekularnych, na
ktédrych opiera sie dziatanie proponowanych platform wektorowych.
Doktorantka umiejetnie przedstawita zalezno$¢ miedzy strukturg genetyczng
wektoréw a ich skutecznoscig w indukcji odpowiedzi immunologicznej. W
rozdziale metodologicznym Autorka wykazata sie znajomoscig szerokiego
wachlarza technik eksperymentalnych, takich jak analizy genetyczne,
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zaawansowane metody obrazowania mikroskopowego czy cytometria
przeptywowa. Szczegdlnie interesujacy jest zastosowany model do oceny
stabilnosci wektoréw w dtugoterminowych eksperymentach.

Duze wrazenie robi zdolnos¢ Autorki do krytycznej analizy literatury naukowej i
wfasnych wynikéw oraz do wyciggania trafnych wnioskéw, co dodatkowo
podkresla Jej kompetencje naukowe. W rozdziale dotyczacym dyskusji, nie tylko
interpretuje Ona dane w kontekscie wspodtczesnej literatury, ale rowniez
wskazuje na potencjalne ograniczenia zastosowanych metod i proponuje
alternatywne podejscia. Ta umiejetnos¢ do samodzielnego myslenia naukowego
i identyfikacji luk badawczych podkresla wysokie kompetencje Doktorantki.

Warto doda¢, ze Autorka wykazuje duzg swiadomos¢ praktycznych aspektéw
swoich badan. W pracy wielokrotnie zwraca uwage na potencjalne
zastosowania technologiczne omawianych rozwigzan, co jest szczegdlnie wazne
w kontekscie transferu wynikdw naukowych do przemystu, a Jej
interdyscyplinarne podejscie do badanego problemu stanowi wazny wktad w
rozwoj dziedziny biotechnologii.

3. Samodzielnos¢ kandydata

Rozprawa doktorska potwierdza takze wysoki poziom samodzielnosci Autorki w
zakresie prowadzenia badan naukowych, poczynajac od etapu formutowania
hipotez badawczych, poprzez projektowanie i realizacje eksperymentéw, az po
analize wynikéw. Umiejetnie integruje Ona rézne techniki badawcze w celu
uzyskania kompleksowych wynikow.

Autorka zaprojektowata kompleksowe eksperymenty obejmujgce optymalizacje
konstrukcji wektoréw, ocene ich skutecznosci w modelach komdrkowych i
zwierzecych oraz analize potencjalnych skutkéw ubocznych. Kazdy z etapow
pracy zostat przeprowadzony z nalezytg starannoscig, co $wiadczy o
Swiadomosci naukowej i odpowiedzialnosci badawczej Doktorantki.

Jej samodzielno$¢ przejawia sie takze w umiejetnosci rozpoznawania
potencjalnych ograniczen zastosowanych metod oraz w proponowaniu
alternatywnych rozwigzan. W pracy wyraznie widac krytyczne podejscie do
interpretacji wynikdéw, co znajduje odzwierciedlenie w czesci poswieconej
dyskusji. Autorka nie unika trudnych pytan i przedstawia mozliwe wyjasnienia
dla wynikéw odbiegajgcych od oczekiwan, co swiadczy o Jej dojrzatosci
naukowej.

Umiejetnosci analityczne, interdyscyplinarne podejscie i zdolnos¢ do
prowadzenia zfozonych badaiA swiadczg o wysokim stopniu samodzielnosci

Zaktad Biochemii Poréwnawczej i Bioanalityki
Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ

Strona4



naukowej Autorki, co jest jednym z kluczowych elementéw oceny pracy
doktorskiej. Przygotowana rozprawa stanowi wazny wktad w rozwdéj nauk
biologicznych, co potwierdza takze dorobek naukowy Autorki rozprawy
doktorskie;j.

4. Oryginalnos¢ rozprawy

Rozprawa doktorka stanowi przyktad pracy naukowej o wysokim stopniu
oryginalnosci. Autorka zaprojektowata i przeprowadzita badania, ktére
przyczyniajg sie do rozwoju nowoczesnych platform wektorowych, taczac
wiedze teoretyczng z praktycznymi zastosowaniami. Oryginalno$¢ pracy polega
na zaproponowaniu innowacyjnych kombinacji wektoréw wirusowych, ktére
pozwalajg na poprawe ich stabilnosci i efektywnosci w indukcji odpowiedzi
immunologiczne;j.

Jednym z kluczowych osiggnieé pracy jest opracowanie metod optymalizacji
modyfikowanych wektoréw wirusowych, co otwiera nowe mozliwosci w
dziedzinie szczepionek personalizowanych. Wyniki badan przedstawione w
pracy sg nie tylko oryginalne, ale takze praktyczne, co potwierdza ich znaczenie
dla rozwoju analiz biotechnologicznych.

Rozprawa zawiera réwniez elementy interdyscyplinarne, tgczace biologie
molekularng, immunologie oraz inzynierie genetyczng. To podejscie pozwolito
na uzyskanie wynikow, ktére mogg znalezé zastosowanie w ochronie zdrowia
publicznego, a takze w rozwoju nowych terapii celowanych.

5. Pytania i/lub uwagi krytyczne
A/ Pytania:

1. Czy przeprowadzone analizy wykorzystujgce model 3D tworzony z
udziatem komoérek Calu 3 moglyby by¢é prowadzony takie z
wykorzystaniem sferoidéw, jakie bylyby wady lub zalety takiego
modelu?

2. Czy istnieje ryzyko wystgpienia nieprzewidzianych efektéw ubocznych
zwigzanych z proponowanymi modyfikacjami wektoréw wirusowych w
modelach klinicznych?

3. Czy Autorka planuje dalsze badania nad potencjalnym zastosowaniem
platform wektorowych w terapiach personalizowanych, np. w leczeniu
choréb nowotworowych?
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4. Jakie moga by¢ konsekwencje dtugoterminowego stosowania
zmodyfikowanych wektoréow w populacjach o zréznicowanej strukturze
genetycznej?

5. Czy Autorka przewiduje mozliwos¢ zastosowania proponowanych
metod w diagnostyce chordb zakaznych?

B/ Uwagi krytyczne:

1. W omdwieniu cytokin aktywowanych w infekcjach inicjowanych przez
COVID-19 na str 37 stwierdzenie przy kazdej z nich, ze powodujg one
szereg schorzen nic nie wnosi, nalezatoby inaczej skonstruowaé zapis
tych informacji.

2. Rysunek 10 zostat zaczerpniety ze zbiorow innego autora, a opis nie
posiada informacji o jego pochodzeniu. Rysunek zawiera takze znacznie
szerszy zakres dziatajgcych lekéw, ktdre nie sg rozwazane w pracy.
Brakuje tez opisu rysunku pod jego tytutem.

3. Nastr 44 zauwazono powielenie uzytego wczesnie tekstu.

4. Pojawienie sie opiséw metodycznych we wprowadzeniu nieco zaskakuje
-str 45-47. Rys 12.

5. Mylna informacja w tekscie na str 82 co do zawartosci tabeli nr 20.

6. Brak informacji pod rysunkami o liczbie wykonanych powtdrzen
biologicznych prezentowanych wynikow.

7. W jaki sposéb potwierdzano prawidtowos¢ wzrostu modelu 3D z
wykorzystaniem komoérek Calu-3 (np. badanie przepuszczalnosci,
detekcja zmian wybranego markera); czy weryfikowano na ile
formowany model byt odtwarzalny?

8. W pracy brak wynikéw dla oczyszczania rekombinowanego biatka - czy
Doktorantka brata udziat w jego pozyskiwaniu?

9. Dlaczego miano wirusa dla adenowirusa 5 byto testowane w komdrkach
H226 podczas gdy inne testowane byly w stosowanej dalej w
eksperymentach linii VERO E67?

10. Dlaczego analiza profilu cytokin nie posiada analizy statystycznej, ile razy
przeprowadzono te oznaczenia?

11. Podobne pytania dotyczy wynikéw oznaczen na myszach.

12. Odnotowano takze niekompletnos¢ cytacji, w szczegdélnosci dotyczacych
prac Autorki, ktére juz sg opublikowane (np. nie wiadomo czy w 2023
roku Autorka opublikowata prace, czy jest ona wcigz w akceptacji); brak
cytacji dla praca Satkowska et al., 2020; pozycja literaturowa nr 44 jest
takze niekompletna — brak nazwy czasopisma.

6. Inne spostrzezenia dotyczace tresci lub formy rozprawy

Rozprawa zostafta napisana w sposéb przejrzysty i logiczny. Bogaty materiat
ilustracyjny oraz szczegétowe opisy metodologii s3 mocnymi stronami pracy.
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Pewne elementy, takie jak bardziej szczegétowe wyjasnienie potencjalnych
ograniczen zaproponowanego podejscia, mogtyby by¢ rozwiniete. Ponadto
warto rozwazy¢ rozbudowanie sekcji dyskusji o poréwnanie wynikdéw z innymi
podejsciami obecnymi w literaturze naukowe;j.

7. Ocena konncowa

Mimo tych drobnych uchybien, ja, nizej podpisana, stwierdzam, ze recenzowana
rozprawa doktorska spetnia warunki 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 pdzn.
zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia Politechniki
Warszawskiej o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw postepowania ws.

nadania stopnia doktora.

TAK/NHE

Ja, nizej podpisany, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
TAK/NHE

Uzasadnienie wniosku (w przypadku zaznaczenia odpowiedzi TAK):

Rozprawa wyrdznia sie wysokim poziomem merytorycznym, innowacyjnoscig
oraz potencjalnym znaczeniem praktycznym, zastuguje zatem na wyrdznienie.

Data sporzadzenia recenzji: 27.01.2025

Podpis recenzenta:

Podpisany elektronicznie przez
) . Maria Rgpata-Kozik
F“D‘* e 129/” lollore. b 27.01.2025
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