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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister inz. Eweliny Lakomiec pt. ,,Struktury i wlasciwo$ci immunochemiczne
oligosacharydéw endotoksyn bakteryjnych i ich zastosowanie w szczepionkach

neoglikokoniugatowych”

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana i napisana w Laboratorium
Immunochemii Drobnoustrojéw 1 Szczepionek Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu. Promotorem rozprawy Pani mgr inz.
Eweliny Lakomiec jest dr hab. Wojciech Jachymek.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 117 stron, w tym 10 stron to zalacznik
zawierajacy szes¢ tabel, sekwencje aminokwasowe i nukleotydowe oraz map¢ wektora pET SUMO.
Tekst rozprawy jest ilustrowany 36 figurami (rycinami). Sg one starannie wykonane i dobrze
ilustruja omawiane zagadnienia ulatwiajac lektur¢. Praca doktorska Pani mgr inz. Eweliny t.akomiec
zawiera kolejne 9 tabel. Ich umieszczenie w glownej czgsci doktoratu dowodzi, ze zawieraja one
wyniki wazne dla udokumentowania osiggni¢¢ Doktorantki. Praca jest zaopatrzona w spis skrétow,
wykaz tabel 1 figur oraz spis tresci. Sumujac powyzsze, na przedstawienie zagadnienia oraz pelny
opis dokonan Doktorantce wystarczylo niewiele ponad 80 stron. Autorka musiata wiec pisa¢ zwiezle
i w sposéb bardzo skondensowany. Rzeczywiscie, prezentowana praca jest bardzo zwiezla oraz
pozbawiona obszernych opisdéw wykonanych do§wiadczen.

Uktad pracy jest typowy i nie odbiega od schematu przyjetego dla prac do$wiadczalnych.
Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Eweliny Lakomiec zawiera: dwa Streszczenia (wersja polska i
angielska), Wykaz skrétow, Wstep (wprowadzenie), Cel pracy, rozdzial Materialy i Metody, opis
Wynikéw 1 obszerng Dyskusje otrzymanych rezultatow. Rozprawe kofczy spis cytowanej
Literatury (192 pozycji) oraz Spis rycin i tabel. Praca jest napisana, w jezyku angielskim i zawiera
poltorastronicowe streszczenie w jezyku polskim. Do rozprawy dotaczony zostal wykaz osiggnieé
naukowych Doktorantki.

Pierwsze naukowe opisy dotyczace szczepien profilaktycznych i szczepionek taczone sg z
pracami Edwarda Jennera z przelomu wieku osiemnastego 1 dziewigtnastego. Wiekszosé
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opracowanych i powszechnie stosowanych szczepionek to preparaty zwiekszajace odpornosé ludzi
przeciw wirusom. O ogromnej skutecznosci szczepien moga $wiadczy¢: praktyczne wyeliminowanie
czarnej ospy (Variola vera), czy tez ogromny postep w walce z gruzlica jak rowniez z krztuscem - do
niedawna bardzo grozng chorobg wieku dziecigcego. Obecnie, kiedy coraz bardziej
rozpowszechnionym  zjawiskiem jest lekoopornosé, i to wieloraka lekoopornosé bakterii
patogennych, stosowanie szczepionek przeciwbakteryjnych okazuje si¢ byé jedng z niewielu
alternatywnych  drég  redukujacych zagrozenia zwiagzane =z infekcjami bakteryjnymi.
Nowoopracowywane szczepionki podjednostkowe oparte sg na nietoksycznych antygenach
wyizolowanych z bakterii patogennych. Wybiera si¢ takie antygeny, ktére maja wysoka
immunogennos¢, wysoka specyficznos¢ i sg reprezentatywne dla danego patogenu lub grupy bakterii
patogennych. W tym nurcie mieszczg si¢ badania prowadzone przez naukowcoéw z Laboratorium
Immunochemii i Szczepionek Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda PAN we Wroclawiu i tych zagadniefi dotyczy praca doktorska Pani Eweliny Eakomiec
zatytutowana: ,,Struktury 1 wiasciwosei immunochemiczne oligosacharydéw endotoksyn
bakteryjnych i ich zastosowania w szczepionkach neoglikokoniugatowych”. Tytul pracy jest bardzo
ogllny i cho¢ okresla krag zagadnien, ktérymi zajmowata si¢ Doktorantka, to zeby zorientowa¢ sie
nad czym konkretnie pracowata Pani Ewelina Lakomiec nalezy koniecznie siggna¢ do Celu Pracy. Z
tego rozdzialu dowiadujemy si¢, ze praca dotyczy przygotowania i okre$lenia wihasciwosci
antygenowych glikokoniugatow zsyntetyzowanych na bazie oligosacharydéw rdzeniowych LPS typu
R1 pozyskanych z Escherichii coli i inaktywowanego toksoidu tezca (TTd) lub C-koncowego
fragmentu toksoidu Clostridium difficile. Pierwszy z nosnikow bialkowych jest/byl stosunkowo
czgsto wykorzystywany przy tworzeniu szczepionek podjednostkowych. Glikokoniugat oparty na
TTd zwykle daje silng odpowiedZz immunologiczng na dofaczony fragment oligocukrowy, a
jednoczesnie powoduje pojawienie si¢ przeciwcial inaktywujacych wydzielana przez C. fetani
toksyng. Znacznie rzadziej badane byty wiasciwosci toksyn A i B Clostridium difficile. Na podstawie
dostepnych danych literaturowych Doktorantka uznala, ze najbardziej odpowiednim nosnikiem dla
planowanych glikokoniugatow bedzie C-kofcowy fragment toksyny B Clostridium difficile, ktéry
zawiera domeny wigzace receptory (RB) i jest pozbawiony wiasciwosci toksycznych w stosunku do
komorek eukariotycznych. Dysponujac wiedza i narzedziami inzynierii genetycznej Doktorantka
otrzymata zaprojektowany nosnik. Jest nim biatko fuzyjne bedace potaczeniem wyzej wymienionego
fragmentu z czesto stosowanym przy nadekspresji biatek w komérkach E. coli polipeptydem SUMO
(small ubiqutin-like modifier). Jako komponent cukrowy przygotowywanego preparatu
szczepionkowego zostal wybrany oligosacharyd R1 bedacy facznikiem pomiedzy tancuchem O-

swoistym a lipidem A u szeregu enterobakterii (szereg szczepow E. coli, K. pneumoniae). Wybér by}
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podyktowany faktem iz ponad 90% izolowanych klinicznie patogennych szczepow E. coli
syntetyzuje ten typ rdzenia LPS. Preparat oligocukru R1 pozyskany przez delipidacje LPS (LOS)
izolowanego z E. coli typ R1 byl mieszaning zawierajaca okoto 99% roznie modyfikowanych
(resztami  fosforanowymi, pirofosforanowymi, etanolopirofosforanowymi)  nonasacharydu
rdzeniowego. Niewielkq domieszk¢ stanowit dekasacharyd takze wielorako modyfikowany
podstawnikami o charakterze fosforanowym. W poréwnaniu z nonasacharydem, dekasacharyd
zawiera dodatkowo terminalng glukozaming (GleN) co nadaje temu oligosacharydowi wiadciwosci
jonu podwojnego. Taki rozklad tadunkéw elektrycznych w czasteczkach wskazuje na ich duzy
potencjal immunogenny. Dysponujac odpowiednia baza aparaturowg (ESI-MS, NMR) Doktorantka
bardzo doktadnie scharakteryzowala poszczegdlne glikoformy zaréwno nona- jak i dekasacharydu z
preparatu rdzenia R1 uzupelniajac w ten sposéb wyniki badan prowadzonych wczesniej przez
Vinogradowa 1 wspolpracownikow. Ten dobrze napisanym fragment zawiera drobna niescistosé.
Doktorantka interpretujac rozdziat chromatograficzny preparatu R10S skwitowata analize¢ frakcji
pierwszej zdaniem ,Fraction I consisted of Kdo monomers dimers and trimers.....”. Patrzac na
struktury rdzenia R1 oraz biorac pod uwage warunki hydrolizy prowadzacej do uwolnienia
oligocukrow z LOS nie wydaje si¢ mozliwym aby powstaty dimery czy trimery Kdo.

W celu otrzymania glikokoniugatu Doktorantka uzyla dostgpny komercyjnie toksoid
tezcowy, ktéry po doczyszczeniu chromatograficznym mozna bylo bezposrednio uzy¢ do syntezy.
Drugim nosnikiem, jak wspomniano powyzej, bylo biatko fuzyjne skladajace si¢ z C-koncowego
fragmentu toksyny B Clostridium difficile oraz polipeptydu SUMO zakonczonego etykietg
histydynowa. Pani mgr inz. Ewelina Lakomiec, postugujac si¢ odpowiednim komercyjnie dostgpnym
zestawem, uzyskala konstrukt genetyczny (wektor), ktory wyrazal si¢ w komdrkach E. coli
powodujac  nadprodukcj¢  zaprojektowanego biatka. Oczyszczanie tego  bialka-no$nika
przeprowadzono uzywajac metod chromatografii jonowymiennej. Zastanawiam si¢, dlaczego
Doktorantka nie uzyla, a nawet nie wspomniala o mozliwosci zastosowania chromatografii
afinitywnej ze zlozem majacym powinowactwo do histydyny? Gwoli Scistosci trzeba tutaj
zaznaczy¢, ze metoda oczyszczania bialek to kwestia wyboru. Wazne aby produkt finalny byt
odpowiedniej jakosci.

Procedura tagodnego utleniania oligosacharydow i izolowania ich z mieszaniny poreakcyjne;j,
to kolejny i czasochlonny krok w przygotowaniu glikokoniugatéw. Po wyzej wymienionych
przygotowaniach Doktorantka przeprowadzila wlasciwe syntezy i1 kolejne etapy oczyszczania. Ta
wymagajaca precyzji, cierpliwosci, doktadnosci oraz doswiadczenia laboratoryjnego procedura
zostala przeprowadzona celem uzyskania trzech preparatéow (R1Z-TTd, R1-TTd oraz R1Z-TBd)

wykorzystanych nastgpnie do formutowania szczepionek i immunizacji krélikdw. Nasuwa sie
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pytanie, dlaczego Doktorantka nie podjeta si¢ syntezy glikokoniugatu R1-TBd. W zadnej czesci
doktoratu nie znalaztem na nie odpowiedzi. Pani mgr inz. Ewelina Lakomiec charakteryzuje dwa z
uzyskanych preparatow (R1-TTd i R1Z-TTd) uzywajac chromatografii saczenia molekularnego oraz
spektrometrii mas. Opis glikokoniugatu R1Z-TBd nie jest udokumentowany widmem mas, a opis
rozdzialu chromatograficznego (SEC) preparatu zawierajacego R1Z-TBd ogranicza si¢ do analizy
piku uznanego na podstawie czasu retencji za produkt reakcji kondensacji. Zupelnie zostal pominiety
intensywny sygnal materiatu opuszczajacego kolumne chromatograficzng daleko za glikokoniugatem
(przy czasie retencji 17,8 min). Probe charakterystyki preparatow TBd i R1Z-TBd metodg
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym polaczona z detekcjg materiatu z uzyciem przeciwciat
anty-TBd, anty-SMR1 oraz anty-R1Z-TTd nie mozna uzna¢ za w pelni udang. Na przedstawionych
immunoblotach trudno dopatrze¢ si¢ wyraznych prazkéw. Zamiast nich wida¢ bardziej intensywnie
wybarwione obszary na tle smug rozciagajacych si¢ wzdluz calego Zelu (rycina nr 25). Jednoczesnie
nalezy odnotowad, ze elektroforetyczne rozdzialy tego samego preparatu (TBd) przedstawione na
rycinach 17 i 25 ogromnie réznig si¢ jakoscia wykonania. Doktorantka nie wyjasnia tych réznic ani
braku analizy R1Z-TBd metodg MS.

Szczegotowo omowione zostaly zalety hybrydowego biatka nos$nikowego (TBd). Wg.
Doktorantki jest ono bezpieczne w uzyciu i ma duzy potencjal do indukcji TedB specyficznych
przeciwcial nie maskuja dolaczonego cukrowego antygenu. Potwierdzeniem tej tezy sg miedzy
innymi wyniki reakcji krzyzowych surowicy anty-R1Z-TBd z szeroka gama antygenow (Tabela 6).
Jednak nalezy zauwazy¢, ze preparatyka i oczyszczanie biatka TBd nie jest zadaniem prostym, a jak
wida¢ z tekstu doktoratu badania otrzymanego neoglikokoniugatu przysporzyly wielu klopotdw.
Jednoczesnie przeciwciala z otrzymanych surowic anty-R1ZTBd nie inaktywuja toksyny B
Clostridium difficile. Tak wigc bialko TBd nie jest optymalnym nosnikiem dla wzmiankowanych
antygendéw oligocukrowych.

Doktorantka dyskutujac wyniki swoich badan wzmiankuje, Zze przyszle badania nalezy
skoncentrowaé na dekasacharydzie. Jego charakter jonu podwojnego daje duze nadzieje na synteze
polisacharydu zbudowanego na bazie omawianego oligocukru. Doswiadczenia wskazuja, Ze taki
polimer powinien mie¢ dobre wlasciwos$ci immunogenne i nie wymagatby do swojej aktywnosci
biologicznej biatka nosnikowego. Doktorantka uwaza, Zze na uwage zasluguje biatko fuzyjne ktore
nalezatoby zmodyfikowaé celem zwigkszenia jego immunogennosci. Podsumowujac te rozwazania
pragn¢ powiedzie¢, ze Pani mgr inz. E. Lakomiec nie ogranicza si¢ do realizacji postawionego przed
nig zadania ale na bazie otrzymanych wynikéw snuje plany kolejnych badan. Taka postawa cechuje

dobrego pracownika nauki.



Odrebnym zagadnieniem jakie zostalo poruszone w niniejszej pracy jest niespodziewana
reakcja krzyzowa surowic anty-R1Z-TTd i anty-R1zTBd z LOS B. pretusis szczep 186. Po wielu
analizach obejmujacych takze badania oddzialywania antygen-przeciwcialo metoda STD NMR
Doktorantka dochodzi do wniosku, Ze nalezy rozwazy¢é mozliwo$¢ bezobjawowego zakazenia
immunizowanych krélikéw bakteriami gatunku Bordetella bronchiseptica. Te bakterie maja
identyczny rdzen i fragment trisacharydowy LPS jak B. pertusis 186. Takie wyttumaczenie
obserwowanych zjawisk ma swoje uzasadnienie w fakcie, iz uzywane w badaniach surowice
pochodzity od zwierzat hodowanych w bardzo dobrze kontrolowanych warunkach, ale hodowle nie
byly hodowlami aksenicznymi. W kontekscie opisanego zagadnienia zastanawia mnie, dlaczego
Doktorantka testujac preparaty glikokoniugatowe otrzymane w celu ich zastosowania do szczepionek
przeciw enterobakteriom (gtownie przeciw patogennym L. coli) uzyta lipooligosacharydu B. pertusis
ze szczepow 186 1 606.

W swoich badaniach nad surowicami anty-R1-TTd i anty-R1Z-TBd, Doktorantka potwierdza
wezesniejsze doniesienia grupy profesora C. Lugowskiego dotyczace reakcji surowic anty-R1 z
polisacharydami O-swoistymi K. preumoniae O3 i OS5. Jest to ciekawe spostrzezenie, a jego
wyjasnienie wymagaloby badan wybiegajacych daleko poza gtowny temat rozprawy. Odnotowanie
tego faktu $wiadczy o tym, ze Doktorantka szerzej patrzy na wlasne wyniki i nie ogranicza sie tylko
do zadanego tematu badawczego.

Pomimo kilku uwag dotyczacych przedtozonej rozprawy doktorskiej uwazam, ze
Doktorantka sumiennie wykonata postawione w Celu pracy zadania. Pani mgr inz. Ewelina
Lakomiec wykazata si¢ przy tym duza wiedza oraz umiej¢tnoscia wnioskowania na podstawie
uzyskanych wynikéw. Przedstawiona praca to kolejny wklad pracownikéw naukowych IITD PAN
oraz ich doktorantdw w rozwdj immunochemii i immunologii.

Doktorantka piszac rozprawe nie uniknela szeregu drobnych bledow, niescistosci i
niekonsekwencji. Te zaznaczono w egzemplarzu pracy przestanym do recenzji i zostana przekazane
zainteresowanym osobom. Przytocze w recenzji jedynie kilka niescislosci/btedow:

- Rozdzial Materiaty i Metody (str. 50); elektroforez¢ prowadzono oczywiscie przy stalym napigciu
96V, a nie przy statym pradzie 96V.

- Dyskusja (str. 86, wersy 5 do 7 od dotu strony): W komorkach E. coli doszlo do ekspresji biatka
fuzyjnego zawierajacego domeng RB z toksyny C. difficile oraz fragment SUMO z wektora. Nie byla
to koekspresja dwoch biatek jak nalezatoby wnosi¢ z tekstu.

- w pracy pojawiajg sie dwa oznaczenia dla dekasacharydu R1Z i R1ZW (to ostatnie szczegdlnie

cz¢sto na rycinach).
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Podsumowujac, stwierdzam, ze cel pracy zostal osiagnigty, a rozprawa doktorska mgr inz.
Eweliny Lakomiec spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim i przedktadam Wysokiej Radzie
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej wniosek o przyjecie rozprawy Pani mgr inz.
Eweliny Lakomiec oraz dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Eweliny Lakomiec

stosowng nagroda.

Lublin, 03.10.2016
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prof. Adam Choma



