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Przedmiotem niniejszej recenzji jest rozprawa doktorska poswiecona ocenie
odpowiedzi immunologicznej na sktadniki platformy szczepionkowej. Tematyka ta jest
niezwykle istotna i aktualna, szczegdlnie w kontekscie globalnych wyzwan zwigzanych
z pandemiag COVID-19 oraz koniecznosci doskonalenia strategii immunoprofilaktyki. Praca
wpisuje sie w szeroki nurt badan nad mechanizmami odpornosci przeciwwirusowej
i ich zastosowaniem w rozwoju nowych narzedzi terapeutycznych oraz diagnostycznych.
Opracowanie skutecznych metod oceny odpowiedzi immunologicznej w procesie tworzenia
nowych szczepionek stanowi kluczowy element ich walidacji oraz projektowania
innowacyjnych rozwigzan terapeutycznych, co podkresla znaczenie podjetej przez
Doktorantke problematyki. Istotnym atutem rozprawy jest jej interdyscyplinarnos¢,
obejmujgca zaréwno badania podstawowe, jak i aspekty translacyjne. W kontekscie
dynamicznego rozwoju technologii immunodiagnostycznych oraz nowych strategii szczepien,

uzyskane wyniki moga stanowi¢ istotny wktad w rozwdj tej dziedziny.



Rozprawa zostata przygotowana w jezyku angielskim i posiada uktad
charakterystyczny dla dysertacji doktorskiej w formie monografii. Liczy 199 stron i obejmuje
dziewieé rozdziatdw: wprowadzenie, zatozenia i cele badawcze, materiaty i metody, wyniki,
dyskusje, ograniczenia badania, wnioski korcowe, bibliografie oraz zatgczniki. Catosc
poprzedzajg podziekowania, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz osiggniec
doktorantki, lista skrotow oraz spis tresci. Z obowigzku recenzenta musze zauwazyé, ze spis
tresci, pomimo ze posiada czytelng strukture, nie w petni odzwierciedla podziat pracy
na poszczegodlne rozdziaty. Praca zostata wzbogacona 71 rycinami oraz 26 tabelami.

Nalezy zwrdci¢ uwage na osiggniecia Doktorantki, ktéra jest autorem wniosku
patentowego oraz pierwszym autorem trzech oryginalnych publikacji naukowych, z ktérych
dwie ukazaty sie w czasopismie BioTechnologia (spoza listy filadelfijskiej), a jedna znajduje sie
w recenzji w czasopismie Immunologic Research (IF>3, preprint dostepny w Research Square).
Ponadto, Doktorantka jest pierwszym autorem artykutu przeglagdowego w Journal of Current
Science and Technology (réwniez spoza listy filadelfijskiej), wspdtautorem czterech publikacji
oryginalnych oraz czterech publikacji przeglagdowych, jak réwniez wspétautorem jednego
patentu. Jej dorobek obejmuje udziat w jednej konferencji naukowej oraz dwie nagrody
naukowe (MedTech-Athon award i Demo Day). Osiggniecia te $wiadcza o znaczgcym
zaangazowaniu Doktorantki w dziatalnos¢ naukowa. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢,
ze cze$¢ publikacji zostata opublikowana w czasopismach o niskich wskaznikach
bibliometrycznych, co warto w przysztosci uwzgledni¢ przy wyborze miejsc publikacji wynikéw
badan.

Wprowadzenie jest syntetyczne i obejmuje 27 stron, wzbogaconych o 12 rycin
i 4 tabele. W pierwszym podrozdziale Doktorantka opisuje mechanizmy odpowiedzi
przeciwwirusowej ukfadu immunologicznego. Wskazane bytoby jego uzupetnienie o:
(1) role bariery nabtonkowej drég oddechowych, (2) charakterystyke hematopoetycznych
komponentdw odpowiedzi nieswoistej, ze szczegdlnym uwzglednieniem komorek
prezentujacych antygen, (3) opis czynnikdw transkrypcyjnych regulujgcych funkcje
limfocytow T pomocniczych oraz ich heterogennos¢, (4) mechanizmy kontrolujace odpowiedz
limfocytow B i plazmocytéw, w tym produkcje przeciwciat réznych klas w odpowiedzi
przeciwwirusowej. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka charakteryzuje wirusa
SARS-CoV-2, omawia odpowiedz cytokinowg wywotang infekcja, stosowane terapie i metody

profilaktyki zakazen oraz przedkliniczne metody badania szczepionek.



W  rozdziale drugim Doktorantka prezentuje zatozenia pracy oraz
cel przeprowadzonych analiz. Celem pracy byto opracowanie nowych testéw do oceny
odpowiedzi immunologicznej na sktadniki ,platformy” szczepionkowej. W rozdziale tym Pani
magister Baran opisuje rowniez w 9 punktach sposéb w jakim cel zostat osiagniety.

Rozdziat dotyczacy materiatdw i metod zawiera 35 stronicowy, szczegdtowy opis
zastosowanych technik badawczych. Na szczegdlne uznanie zastuguje szeroki wachlarz metod
obejmujgcych hodowle komadrkowe (klasyczne oraz na pograniczu fazy ciektej i gazowej),
izolacje i stymulacje in vitro komodrek jednojadrzastych krwi obwodowej, metody obrazowe,
testy enzymatyczne, cytometrie przeptywowa, testy FlexSet, ilosciowy PCR,
sekwencjonowanie RNA oraz wykorzystanie modelu in vivo. Swiadczy to o wysokich
kompetencjach Doktorantki w zakresie metodologii eksperymentalnej. Watpliwosci budzi
jednak brak informacji dotyczacej zgody Komisji Bioetycznej na wykorzystanie materiatu
biologicznego od dawcéw krwi. Ponadto, na rycinie 18 przedstawiajacej strategie
bramkowania cytogram CD95/CD197 jest czesciowo przystoniety, co utrudnia jego
interpretacje. Dobrg praktyka stosowang w publikacjach naukowych jest zamieszczenie
wykreséw  kontrolnych w celu lepszego zobrazowania strategii bramkowania
wykorzystywanego podczas analizy danych cytometrycznych. Przedstawione opisy
wykorzystanych materiatow i uzytych metod nie budza watpliwosci, sg szczegétowe
i umozliwiajg ich odtworzenie w razie potrzeby.

Rozdziat czwarty niniejszej dysertacji stanowi podsumowanie wynikow badan,
w ktérym Doktorantka szczegétowo omawia przeprowadzone analizy. Struktura rozdziatu
obejmuje 14 podrozdziatéw, kazdy z nich koncentruje sie na odrebnym aspekcie badawczym.
W podrozdziale 1 przedstawiono wyniki optymalizacji modelu z wykorzystaniem
jednojadrzastych komérek krwi obwodowej (PBMC). Rycina 24 przedstawia reprezentatywne
cytogramy analizy Annexyna-V/PI, jednak brakuje podsumowania wynikéw uwzgledniajgcego
analize statystyczng. W tresci Doktorantka wskazuje, ze optymalizacja protokotu
siedmiodniowej hodowli przyczynita sie do wzrostu zywotnosci komérek o okoto
40%. Whnioski te wymagaja jednak potwierdzenia na podstawie wynikdw pochodzacych
z co najmniej kilku niezaleznych eksperymentéw. Ponadto, nie jest jednoznacznie okreslone,
czy analiza apoptozy obejmowata catkowita populacje PBMC, czy ograniczata sie jedynie
do limfocytow. Na rycinie 21 (materiaty i metody) przedstawiono przyktadowe bramkowanie
stosowane podczas analizy apoptozy, wskazujgce, ze analizowane byty gtéwnie komorki

o $redniej wielkosci (FSC™) i niskiej ziarnistosci (SSC'°%). Z praktycznego punktu widzenia



nalezy podkresli¢, ze monocyty wykazuja wiekszg wrazliwos¢ na kriokonserwacje, czesto
podlegajgc wzmozonej apoptozie po rozmrazaniu. Ich obecno$é w zastosowanym modelu jest
istotna, poniewaz jako komorki prezentujagce antygen odgrywajg kluczowg role
w eksperymentach funkcjonalnych oceniajgcych fenotyp limfocytéw. Prosze o odniesienie
sie do te] kwestii.

W podrozdziale 2 omdéwiono efekt cytopatyczny wywotany przez uzyty szczep koronawirusa
oraz adenowirusa, ilustrowany obrazami z mikroskopu $wietlnego. Podrozdziat 3 zawiera
wyniki analiz cytotoksycznosci, z ktorych wynika, ze badane czynniki nie miaty istotnego
wptywu na zywotnos¢ komorek podczas 24-godzinnej stymulacji, z wyjatkiem najwyzszej
dawki rRBD stosowanej wobec komorek VERO E6.

Podrozdziat 4 dotyczy analiz przeprowadzonych przy uzyciu skaningowej mikroskopii
elektronowej, umozliwiajgcych ocene wielkosci wybranego szczepu koronawirusa
oraz pseudo-SARS-CoV-2. Kolejny, pigty podrozdziat zawiera wyniki analiz mikroskopii
konfokalnej, przedstawiajacych internalizacje pseudo-SARS-CoV-2 przez komorki VERO E6.
W podrozdziale 6 przedstawiono wyniki analiz ekspresji genu kodujacego receptor CD40
w komédrkach VERO E6. Wykazano, ze ekspresja tego genu istotnie wzrastata po stymulacji
okreslonymi czynnikami, jednak na rycinie 36 nie naniesiono oznaczen istotnosci
statystycznej. Czy analiza statystyczna byta prowadzona? Wyniki sugeruja, ze ekspresja CD40
byta podwyzszona po zastosowaniu pseudo-SARS-CoV-2 w obecnosci przeciwciat anty-Spike
(pseudo-SARS-CoV-2 + Ab), podczas gdy sam pseudo-SARS-CoV-2 nie wywotywat tego efektu.
Podobny wzrost ekspresji CD40 obserwowano po zastosowaniu rRBD, a dodatek przeciwciat
(rRBD + Ab) zdawat sie potegowac ten efekt. Nie okreslono jednak, czy analizowano ekspresje
CD40 w komodrkach traktowanych wytacznie przeciwciatem anty-Spike. Powstaje zatem
pytanie, czy przeciwciato mogto bezposrednio wptywa¢ na komorki VERO E6, prowadzi¢
do wzrostu ekspresji CD40 oraz jakie mogtoby mie¢ to konsekwencje dla wynikéw innych
analiz. Prosze o odniesienie sie do tej kwestii.

W podrozdziale 7 przedstawiono wyniki analiz fenotypu limfocytéw T (CD4+ i CD8+)
po 24 godzinnej stymulacji PBMC. Na rycinach 37, 38, 41, 42 i 44 brakuje oznaczen btedéw
(wasdéw) na niektérych wykresach stupkowych. W podrozdziale 8 zawarto opis wynikéw analiz
fenotypowych limfocytow B po 24 godzinnej stymulacji PBMC, a podrozdziat 9 obejmuje
wyniki uzyskane po siedmiu dniach stymulacji.

W podrozdziale 10 Doktorantka przedstawita dowody na powstawanie mikrokosmkow Calu-

3 w hodowli prowadzonej na granicy fazy ciektej i gazowej (air-liquid interface).



Nie wyjasniono jednak czy komorki wykazywaty roéwniez inne cechy charakterystyczne
dla nabtonka dolnych drég oddechowych takie jak produkcja mucyn, pseudostratyfikacja
oraz ekspresja biatek scistych potaczen komérkowych (ang. tight junction)?

Podrozdziat 11 stanowi podsumowanie analiz  transkryptomicznych  opartych
na sekwencjonowaniu RNA. W kontekscie tego rozdziatu (strona 121) nalezy zwréci¢ uwage
na uzycie przez Autorke sformutowania ,genome sequencing”, ktére w odniesieniu
do przeprowadzonych badan jest niepoprawne, gdyz w pracy nie przeprowadzono
sekwencjonowania genomowego. Ze wzgledu na walory poznawcze uwazam, ze analiza
profilu transkrypcyjnego, szczegdlnie w odniesieniu do warunku stymulacji
AdV1 +rRBD, powinna zostac uzupetniona o analizy funkcjonalne, ktére mozna przeprowadzié
z wykorzystaniem dostepnego oprogramowania typu Open Source. Takie podejscie
pozwolitoby na bardziej kompleksowe zrozumienie wptywu zastosowanej stymulacji
na PBMC. W opisie wynikéw (sekcja 4.11.1, strona 122) Autorka zasugerowata, ze znaczna
liczba gendw podlegajacych réznicowej ekspresji w warunku stymulacji AdV1 + rRBD moze
wynika¢ z potencjalnego zanieczyszczenia rRBD endotoksyng. Nalezy podkreslic,
ze weryfikacja czystosci rRBD pod katem obecnosci lipopolisacharydu (LPS) nie zostata
przeprowadzona, mimo ze dostepne sg proste i powszechnie stosowane testy pozwalajace
na jego detekcje. Wysokie stezenia endotoksyny mogg istotnie wptywaé¢ na uzyskiwane
wyniki, prowadzac do wzmozonej odpowiedzi zapalnej zaréwno wsrod komorek wrodzonej
odpornosci (gtéwnie monocytéw), jak i do aktywacji limfocytéw B.

W podrozdziale 12 Doktorantka przedstawita wyniki analiz przeprowadzonych w modelu
kohodowli komoérek Calu-3 z PBMC. Zastanawiajgce jest brak istotnych réznic w odsetkach
analizowanych populacji komérkowych.

Podrozdziat 13 obejmuje analize stezenia cytokin ocenianych przy uzyciu metody multiplex.
Zakres detekcji zastosowanych testow Flex Set, zgodnie z informacjami producenta, wynosit
10 -2 500 pg/ml. Warto jednak zauwazy¢, ze oznaczone stezenia IL-17A byty znaczaco ponizej
najnizszego standardu, natomiast poziomy IL-6, IL-2, IL-12p70, IL-8 oraz IL-1b przekraczaty
najwyzszy standard. W zwigzku z tym zwracam sie z prosbg o odniesienie sie do tej kwestii
oraz o wyjasnienie obserwowanego stosunkowo wysokiego stezenia TNF, IL-2 oraz IL-1f3
w probkach niestymulowanych. Dodatkowo prosze o wskazanie przyczyn, dla ktorych
przeprowadzone analizy nie zostaty poddane analizie statystyczne;j.

Ostatni podrozdziat przedstawia wyniki badan in vivo z wykorzystaniem modelu mysiego,

w ktorych oceniano przezywalnos¢ zwierzat po podaniu adenowirusowej platformy



szczepionkowej. Uwazam, ze istotnym uzupetnieniem tych badan bytaby réwniez analiza
poziomu przeciwciat przeciwko zastosowanej platformie. Ponadto prosze o wyjasnienie
kryteriéw doboru stezen poszczegdlnych platform adenowirusowych.

Przedstawione w dysertacji wyniki sg interesujace, a wymienione powyzej kwestie edycyjne
i merytoryczne wymagajg doprecyzowania i nie umniejszajg wartosci przeprowadzonych
eksperymentédw. Z obowigzku recenzenta, zwracam rowniez uwage na brak informacji
dotyczacych liczby niezaleznych powtdrzen eksperymentédw in vitro w catym rozdziale 4.
Wskazane jest, aby w legendach do rycin przedstawiajacych wyniki jasno okreslono liczbe
niezaleznych eksperymentdw oraz sposdb prezentacji danych. Prezentacja danych powinna
umozliwia¢ ocene ich rozrzutu.

Przedstawione wyniki zostaty szczegétowo omdwione w krytycznej dyskusji, opartej
na aktualnym i dobrze dobranym pismiennictwie. Ponadto, w rozdziale pigtym Autorka
dokonata analizy ograniczen przeprowadzonych badan. Przeprowadzona dyskusja swiadczy
o szerokiej wiedzy merytorycznej Doktorantki oraz jej krytycznym podejsciu do uzyskanych
wynikow.

Podsumowanie rozprawy zawiera szes¢ wnioskdw, ktére odnoszg sie do zatozonego
celu badawczego. Nalezy jednak zauwazyc, ze niektére z nich sg sformutowane w sposob zbyt
ogolny lub wykraczajacy poza zakres zaprezentowanych wynikow:

1) Pierwszy wniosek jest zbyt ogdlnikowy i wymaga doprecyzowania. Nalezy podkresli¢,
ze przeprowadzone analizy nie pozwalajg na petng charakterystyke odpowiedzi
immunologicznej na infekcje wirusowe co zostato zasugerowane we wniosku. Autorka
skupita sie na ocenie odsetka gtownych populacji limfocytéw, nie uwzgledniajac
aspektow czynnosciowych tych komdérek. Ponadto, nie opisano bezposrednich
interakcji pomiedzy limfocytami, a komdérkami mimikujgcymi nabtonek. Zalecatbym
zatem przeredagowanie tego wniosku tak, aby odnosit sie scisle do uzyskanych
wynikow.

2) Drugi wniosek réwniez nie wynika bezposrednio z przeprowadzonych badan.
W rzeczywistosci Autorka nie oceniata aktywacji limfocytéw T, lecz jedynie wptyw
stymulacji na skfad gtéwnych subpopulacji tych komdrek. Ponadto, nie badano
wptywu analizowanej platformy na rozwdj pamieci immunologicznej. Doktorantka
ocenita wytgcznie kompozycje poszczegdlnych populacji limfocytdw, nie analizujgc
liczby antygenowo swoistych komérek ani odpowiedzi proliferacyjnej po stymulacji.

Nieznana jest przyczyna zaobserwowanych zmian w kompozycji analizowanych



komdrek. W zwigzku z tym, na podstawie uzyskanych wynikédw nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze testowana platforma szczepionkowa wptywa na rézne
subpopulacje limfocytéw T pamieci, jak roéwniez na rozwdj i rdznicowanie
limfocytéw B.

3) W pigtym wniosku Autorka podkresla znaczenie badan in vitro i ex vivo dla rozwoju
immunoterapii, co jest twierdzeniem zasadnym. Nie jest jednak jasne, dlaczego
odniesienie to dotyczy immunoterapii, a nie bezposrednio badan nad szczepionkami
i odpornoscig przeciwwirusowa, co stanowi gtéwny kontekst rozprawy.

4) W szostym wniosku Doktorantka stwierdza, ze w badaniach in vivo przeprowadzita
ocene biodystrybucji oraz bezpieczeinstwa platformy szczepionkowej. Jednakze,
zakres przeprowadzonych badan nie uzasadnia tak szerokiej konkluzji, co wymaga
doprecyzowania.

Korzystajac z prawa przystugujacego recenzentowi i kierujgc sie ciekawoscig nauka chciatbym
poprosi¢ o odpowiedz na kilka pytan zwigzanych bezposrednio z tematyka rozprawy:

1. Planujac stworzenie modelu in vitro wykorzystujgcego jednojgdrzaste komaorki krwi
obwodowe] zdrowych dawcéw oraz komoérki podobne do epitelialnych, Autorka
zdecydowata sie na zastosowanie linii nowotworowych m.in. Calu-3. Obecnie
dostepne sg linie powstate z uniesmiertelnionego nabtonka oddechowego zdrowych
dawcéw (np. BEAS-2B), ktére funkcjonalnie nasladujg pierwotne komérki epitelialne
dolnych drég oddechowych. Jakie korzysci lub ograniczenia, Pani zdaniem, wigzatyby
sie z zastosowaniem takich komérek w opracowanym modelu badawczym?

2. Jakie potencjalne znaczenie dla rozwoju szczepionek przeciwwirusowych moze mieé
zaproponowany przez Panig model in vitro?

3. Czy Pani zdaniem rozwdj technologii takich jak organoidy czy organy na chipie
sg w stanie zastgpi¢ modele zwierzece w rozwoju szczepien? Czy w zwigzku z dalszym
rozwojem w/w technologii klasyczne hodowle komérkowe bedg miaty zastosowanie
jako modele referencyjne?

4. Jakie sg dalsze Pani plany badawcze dotyczace opisanej platformy i modelu?

Podsumowujgc, przedtozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi warto$ciowe,
aktualne i oryginalne opracowanie naukowe. Wskazane w recenzji uwagi wymagaja

doprecyzowania i poprawy, jednak nie podwazajg one merytorycznej wartosci pracy.



Niniejszym stwierdzam, iz przygotowana przez Panig magister rozprawa doktorska
spetnia wymogi okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 20 lipca 2020 r. Prawo
o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. 2022 poz. 574). Wnosze wiec
do Woysokiej Rady Naukowj Dyscypliny Biotechnologia Politechniki Warszawskiej

o dopuszczenie Panig Magister do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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