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rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Razim pt.: Okreslenie epitopow biatek
powierzchniowych Clostridium difficile oraz charakterystyka immunochemiczna koniugatu

epitopu z nosnikiem i nanoadiuwantu

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod opieka Promotora Prof.
dr hab. Andrzeja Myca oraz Promotora pomocniczego dr hab. Sabiny Gorskiej w Laboratorium
Mikrobiologii Lekarskiej Zaktadu Immunologii Choréb Zakainych Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk.

Doktorantka - mgr Agnieszka Razim jest wysoce utalentowanym pracownikiem naukowym
o imponujacym i spéjnym dorobku. Jest wspdtautorkg 6 publikacji o facznym wspodtczynniku
oddziatywania impact factor 25,789 oraz 14 komunikatéw zjazdowych. Jest takzie wspétautorkg 3
zgltoszen patentowych. Brata udziat w realizacji 5 grantdw badawczych, w jednym bedac Kierownikiem.

Odbyta 4 staze naukowe oraz uzyskata 5 nagréd, w tym 3 wyjazdowe.

Przedtozona mi do oceny rozprawa na stopien doktora stanowi istotny element w badaniach
dotyczacych zakazen bakterig Clostridium difficile/Clostridioides difficile (CD). Realizacja pracy byta
mozliwa dzieki Srodkom uzyskanym w ramach grantéw OPUS i PRELUDIUM.

Wskutek powszechnie stosowanej antybiotykoterapii dochodzi do zaburzen w obrebie flory jelitowe;j
i patogennego rozplemu bakterii CD, ktéra po dostaniu sie do organizmu wytwarza wyniszczajgce
toksyny doprowadzajgce do stanu zapalnego i silnej biegunki. Forma leczenia jest rowniez, kosztowna
i dlugotrwata antybiotykoterapia, a co wiecej wyizolowano juz szczepy oporne na to leczenie. Z uwagi
na powyzsze niezwykle istotnym jest poszukiwanie nowych metod prewencji oraz leczenia zakazen CD.

W przedtozonej pracy opisano nowe, immunoreaktywne biatka CD, ktére mogg postuzy¢ jako
antygeny szczepionkowe lub by¢ zastosowane do wytwarzania leczniczych przeciwciat. Celem
okreslenia epitopéw, szczegétowemu mapowaniu poddano biatko Cwp22. W pracy opisano proces
analizy epitopéw pod katem ich przydatnosci szczepionkowej, a immunoreaktywne peptydy w/w
biatka postuzyly do badania witasciwosci nowego adiuwantu dosluzéwkowego. W ramach pracy
przygotowano ischarakteryzowano zestaw nanoadiuwantéw o zréznicowanych witasciwosciach

fizykochemicznych i biologicznych i potwierdzono ich wtasciwosci adiuwantowe w badaniach in vivo.
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Przedstawione w pracy rozwiazania sg uniwersalne i moga by¢ zastosowane takze w przypadku innych
zakazenn bakteryjnych i wirusowych. Praca ma wiec ogromny potencjat zaréwno naukowy jak
i aplikacyjny.

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja doktorska obejmuje 181 stron tekstu podzielonego na
rozdzialy: streszczenie/summary, wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusjg, wnioski
i piémiennictwo. Autorka zamiescita takie na poczatku pracy wykaz skrotow uzywanych w tekscie
rozprawy, a na koricu spis rycin i tabel oraz dorobek naukowy obejmujacy osiagnigcia naukowe, w tym
publikacje, doniesienia zjazdowe, granty badawcze, patenty, stypendia i otrzymane nagrody.

Zamieszczone informacje $wiadczg o dojrzatosci naukowej Autorki a przedtozona mi do oceny
rozprawa stanowi bardzo wartosciowe osiagniecie i wskazuje jasno dalszy kierunek badan Doktorantki.
Na podkreélenie zastuguje fakt, ze uzyskane wyniki posiadaja charakter aplikacyjny oraz sy
przedmiotem zgtoszen patentowych.

Rozprawa zostala napisana bardzo starannie oraz poprawnie pod wzglgedem formalnym,
jezykowym, stylistycznym i interpunkcyjnym.

Celem realizacji zatozen, zostata podzielona na trzy czeéci. Pierwsza dotyczy zagadnierh zwigzanych
znowymi antygenami szczepionkowymi CD, druga — z pracami nad nowym adiuwantem
doéluzéwkowym (nanoadiuwantem), a trzecia — charakterystyki przykfadowej formulacji ztozonej
z koniugatow zawierajacych immunoreaktywne peptydy CD i nanoadiuwanta.

Wstep (37-mio stronicowy) wprowadza w tematyke zagadnied, a opisy sa podparte rysunkami
i tabelami, co dodatkowo utatwia analize tekstu. We wstepie Autorka powotuje sig na 227 pozycji
pismiennictwa (a w cafej pracy na 354 pozycje). W poczatkowych podrozdziatach opisuje zagadnienia
dotyczace immunologii $luzéwki oraz szczepionek i drég ich podawania. Autorka stusznie zauwaza, ze
wszelkie utrudnienia dotyczace stosowania szczepionek mogg zostaé przezwycigzone dzigki
zastosowaniu odpowiednich adiuwantéw, szczegélnie takich, ktére wigzatyby sig do powierzchni
éluzéwki, stymulowaly mechanizmy wrodzonej odpornoéci i wzbudzaly odpowiedZ adaptywna
specyficzng wzgledem patogenu.

W dalszej czeéci wstepu Doktorantka przedstawia definicje i charakterystyke adiuwantow oraz
mechanizmy ich dziatania, a podrozdziat koriczy syntetyczna tabela.

W rozdziale 4.4. obejmujgcym 16 stron Autorka przedstawia zagadnienia bezpo$rednio zwigzane
2 tematem pracy, a mianowicie dotyczace badari nad szczepionka przeciwko Clostridium difficile,
zakazeri, odpowiedzi wrodzonego i adaptacyjnego uktadu odpornosciowego na zakazenie, odpowiedzi
na toksyny CD oraz odpowiedzi adaptacyjnej na antygeny powierzchniowe CD.

Z uwagi na to, iz dotychczas nie opisano antygenu szczepionkowego spefniajacego wszystkie

wymagania stawiane szczepionce skierowanej przeciwko CD (co Autorka uzasadnita we wstgpie pracy),



a stosowane sposoby zaréwno prewencji, jaki leczenia zakazen CD sg niewystarczajgce, Doktorantka
postawita nadrzedne cele pracy, ktorymi byto:
1. znalezienie nieopisanych epitopdw biatek CD, ktére moglyby by¢ zastosowane w szczepionce
lub do produkcji przeciwciat leczniczych,
2. zaprojektowanie i scharakteryzowanie nowego adiuwantu do zastosowania w szczepionkach
dosluzéwkowych.
Autorka zatozyta takze cele szczegdtowe pracy, w tym:
v pozyskiwanie szczepdw klinicznych CD;
identyfikacje nowych biatek immunoreaktywnych CD;
mapowanie sekwencji aminokwasowych biatek CD;
uzyskanie koniugatow epitopdw z biatkiem nosnikowym;
synteze zestawu nanoadiuwantéw o zréznicowanych wiasciwosciach fizykochemicznych;
doktadng charakterystyke fizykochemiczng nanoadiuwanéw;

zbadanie wiasciwosci biologicznych nanoadiuwantow in vitro;
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analize wifasciwoéci immunogennych protoszczepionki ztozonej z koniugatu oraz

nanoadiuwantu w modelu in vivo z uzyciem myszy.

Zatozenia badawcze zostaly sformutowane poprawnie iprzejrzy$cie i $wiadczg o dojrzatosci
naukowej Autorki. Doktorantka podjeta sie trudnego i pracochtonnego zadania, ktérego efekt koricowy
moze w przysziosci pozwoli€ na opracowanie nowej szczepionki, a wiec skuteczniejsze leczenie zakazen

CD.

Przediozony w rozprawie eksperyment byt wieloetapowy i zostat bardzo dobrze zaplanowany.
Przeprowadzenie badan wymagato ogromnej wiedzy, doswiadczenia i wspédlpracy poszczegdinych
jednostek. Materialy i metody zostaly opisane bardzo szczegétowo. W rozdziale 6.1.2. opisano
doktadnie szczepy i ich hodowie. W badaniach wykorzystano 2 szczepy kliniczne CD20 i CD27 oraz
szczep kontrolny R20219. Charakterystyke szczepéw pobranych od pacjentéw przestawiono w tabeli
nr 3. W kolejnym rozdziale 6.1.3. opisano stosowane surowice {pozyskane z krwi obwodowej
pacjentdw zakazonych i zdrowych ochotnikéw oraz z krwi pepowinowej zdrowych kobiet). Na badania
uzyskano wymagane zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

W rozdziale 6.1.4. opisano izolacje i identyfikacje biatek immunoreaktywnych (elektroforeza SDS-PAGE,
metoda srebrowa, Western biot, LC-MS-MS/MS Orbitrap). Identyfikacja zostata przeprowadzona
w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biofizyku PAN w Warszawie.

Zastosowane metody badawcze sg w peini dopracowane i poprawne analitycznie.



W rozdziale 6.1.5. przedstawiono analize bioinformatyczna biatka Cwp22 obejmujacy analizg
podobieAstwa sekwencji aminokwasowej, modelowanie struktury biatka i przewidywanie epitopow
dla limfocytéw. Niestety, z uwagi na brak biatek o odpowiednio wysokim podobiefistwie sekwencji,
ktére posiadatyby rozwiazana strukture krystaliczna, nie udato sie stworzy¢ wiarygodnego modelu 3D
biatka Cwp22. Analiza sekwencji aminokwasowej pod katem struktury biatka oparta zostata
o identyfikacje konserwatywnych domen (program BLAST) oraz o modelowanie struktury 1l-go
rzedowej. Wyniki przewidywari oraz stworzone modele strukturalne biatek zostaly uiyte do
zaprojektowania zestawu potencjalnych epitopow.

W kolejnym podrozdziale przedstawiono metode chemicznej syntezy peptydow (PEPSCAN) i badania
immunoreaktywnosci otrzymanych peptydow metoda ELISA.

Wybrane 16-aminokwasowe sekwencje zostaly nastepnie poddane dalszej analizie i badano
immunoreaktywno$¢ (z surowicami pacjentéw z CDI, zdrowych ochotnikéw i surowicami krwi
pepowinowej) skréconych sekwencji i identyfikowano epitopy. Przeprowadzono i potwierdzono
koniugacje peptydéw z biatkiem nosnikowym KLH.

W kolejnym etapie przeprowadzono badania nad kandydatami na nanoadiuwanty {(NAC; rozdziat 6.2.).
Otrzymane NAC poddane zostaly charakterystyce fizykochemicznej i biologicznej oraz zbadano ich
cytotoksyczno$é i wplyw na indukcjg czynnika martwicy nowotworéw TNF-O. Zbadano takie wptyw
nanoadiuwantdw na pochfanianie i przekazywanie antygenu.

Toksycznoé¢ NAC zbadano takze in vivo (na badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej) na 40
myszach. NAC podawano donosowo (w dawce 20%) oraz domieéniowo (w dawce 2.5%).
Przeprowadzono badanie wiasciwosci immunogennej protoszczepionek.

Uzyskane wyniki poddano prawidtowej i wystarczajacej analizie statystycznej z uzyciem testow
1-way, 2-way ANOVA oraz testu t.

Uzyskane wyniki zostaty przedstawione i omowione w sposéb przejrzysty (rozdz. 7.1. — badania
nad nowymi epitopami CD; rozdz. 7.2. — badania nad nanoadiuwantami CD; rozdz. 7.3. — badania in
vivo nad wiaéciwoéciami protoszczepionki ztozonej z koniugatow epitopow CD z biatkiem
noéhikowym). Autorka przedstawita wyniki na 29 rycinach i w 16 tabelach. Wyniki stanowia solidng
podwaling do przeprowadzonej dyskusji.

W dyskusji Autorka jeszcze raz podkreslita wage przeprowadzonych badar powotujac sie na
wysoka i stale rosngca liczbe zachorowar (dane z bazy europejskiej) z jednoczesnym prognozowaniem
pogorszenia sytuacji, z uwagi na zwiekszajaca sig antybiotykoopornos¢ bakterii CD. Autorka zauwaza
pilng potrzebe poszukiwania nowych sposobéw leczenia oraz prewencji zakazen. Uzasadnia takie
(w tym miejscu | we wstepie) celowos¢ wiaczenia do szczepionek antygendw, ktére sa dostgpne dla

przeciwciat na wezedniejszym etapie zakazenia.



Jako nowatorskie podejscie do badanego tematu, Autorka podaje zastosowanie surowicy krwi
pepowinowej do poszukiwania nowych biatek immunoreaktywnych CD oraz mapowanie ich epitopéw.
Jest to w petni zasadne podejscie i zastuguje na szczegélne podkresélenie. W badaniach wykazano
bowiem, ze surowica krwi pepowinowej jest wzbogacona w specyficzne przeciwciata przeciw-CD
w stosunku do surowicy pobranej od 0séb zdrowych. Przeciwciata potencjalnie moga przyczynia¢ sie
do odpornosci noworodkow na zakazenia CD.
Na podkreslenie zastuguje réwniez mozliwo$¢ zastosowania ewentualnej szczepionki poza granicami
kraju, pomimo, iz przeprowadzone badania odnoszg sie $cisle do warunkéw polskich. Jest to mozliwe
z tego powodu, ze rybotyp 027 wystepuje na catym swiecie.
W przedfozonej do oceny pracy, zidentyfikowanym biatkiem immunoreaktywnym jest biatko Cwp22.
Z uwagi na silng konserwatywnos¢ wéréd szczepdw CD oraz matg homologie z biatkami o podobne;j
funkcji wystepujacymi u innych organizméw, jest ono bardzo dobrym kandydatem na antygen
szczepionkowy.
Z uwagi na to, ze peptyd moze by¢ bardziej korzystny do szczepionki niz cate biatko oraz, ze szczepionka
oparta o krétsze peptydy jest prostsza w produkcji i umotzliwia przygotowanie szczepionki
poliwalentnej przez potaczenie kilku epitopdéw z jednym biatkiem noénikowym, przeprowadzono
badanie immunoreaktywnosci wybranych 16-aminokwasowych peptydéw z surowicami pacjentéw
celem okreslenia epitopéw biatka Cwp22. W wyniku mapowania w/w biatka wybrano 3 peptydy
0 najwyzszej immunoreaktywnosci, a w ich sekwencjach zlokalizowano 3 epitopy biatka Cwp22:
*EFRVAT®?, 291/KVNGKM?® i 28WQEKNGKKYY?””. Co bardzo wazne, badanie sekwencji w/w epitopow
pod katem wystepowania w poznanych autoepitopach nie wykazato powiazanych sekwencji, jak
rowniez nie znaleziono w bazie NCBI ludzkich biatek, w ktérych wystepuja w/w sekwencje. W bazie
danych nie znaleziono takze biatek budujacych mikrobiom cztowieka, ktére zawieralyby sekwencje
jakiegokolwiek z 3 badanych epitopéw. Ponadto, analiza homologii sekwencji nieograniczona do
mikrobiomu cztowieka wykazata, ze epitop 2®*WQEKNGKKYY?”” jest charakterystyczny tylko dla €D,
sekwencja **EFRVAT®® zostata zlokalizowana w biatku o znikomym znaczeniu klinicznym {(u bakterii
wystepujacej w systemach korzeniowych rosiin). W reakcje krzyzowe mégtby wchodzi¢ jedynie epitop
2IKVNGKM?®, Badania te sa wigc wysoce obiecujgce w aspekcie zastosowania epitopow
w szczepionkach przeciwko CD.

Drugim celem pracy byto stworzenie i scharakteryzowanie nowego adiuwanta do zastosowania
w szczepionkach dosluzowkowych. W tej czesci dyskusji Autorka bardzo szczegbéiowo opisata uzyskane
w tym zakresie wyniki badan zestawiajac je z wytycznymi dotyczgcymi wtasciwosci NAC, jako
nanoadiuwanta i wykazata, ze NAC sg bezpieczne zarédwno w podaniu domigéniowym, jaki
i donosowym. Podobne badania nie zostaly dotad opisane w literaturze, stad nalezy podkresli¢

innowacyjnos¢ przeprowadzonych badan.



W wyniku szczepienia myszy protoszczepionka sktadajacg sie z NAC (3, 7 lub 13) i zestawu koniugatow
(K1, K2, K3) zawierajacych epitopy biatek powierzchniowych CD i biatko nosnikowe KLH uzyskano
specyficzng odpowied? humoralng. Stopieri indukcji przeciwciat 1gG byt taki sam dla tych samych
protoszczepionek, ale podawanych domig$niowo lub donosowo. Réwnoczeénie zaobserwowano
bardzo interesujacy efekt supresji poziomu 1gG w przypadku szczepienia donosowo myszy koniugatem
NAC7. Najprawdopodobniej chodzi tu o odpowied? $luzéwkowa, ktéra w tym przypadku skierowana
byta na antygen w odréznieniu do domig$niowej skierowanej bardziej na nosnik.

Pod wzgledem indukcji przeciwciat klasy IgA wydaje sig, ze protoszczepionki z NAC s3 bardziej
efektywne po podaniu donosowym. A w poréwnaniu do grupy szczepionej domigsniowo
z powszechnie stosowanym adiuwantem - alum - z zestawem koniugatow, powodujg indukcjg
wyzszych poziomow catkowitych IgA.

Analiza wystepowania specyficznych przeciwciat IgG przeciwko podanym w szczepionce epitopom CD
wykazata, ze uzycie NAC spowodowato uzyskanie wysokiego miana przeciwciat 1gG, przy czym bardziej
specyficzna byla odpowied? na szczepionke donosowa. W zakresie produkcji przeciwciat IgA, zadna
z formulacji podana domigsniowo nie wywotata wytwarzania IgA w surowicy w przeciwiefstwie do
podania donosowo.

Reasumujac, Doktorantka przedstawita w dyskusji bardzo doktadng analize i interpretacje
uzyskanych wynikéw i odnosita uzyskane wyniki przede wszystkim do badahd wtasnych oraz
obowigzujacych wytycznych. Bardzo dobrze poprowadzita dyskusje, cho¢ nie bylo to proste, gdyz
przedstawione badania s w wigkszosci nowatorskie, a wiec nie opisane w pismiennictwie. Stad tez
trudno$¢ w przedyskutowaniu uzyskanych wynikéw w odniesieniu do innych badan.

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz szczegétowej i trafnej analizy uzyskanych
wynikéw Doktorantka przedstawita uzasadnione wnioski, ktére stanowig odpowied? na zatozenia
zawarte w celu pracy. Jednak uwazam, ze w pewnej czesci niektére wnioski sg opisem wynikéw.

Podsumowujac, uzyskane wyniki badan posiadaja charakter nowatorski, poznawczy, jak i duzy
potencjat aplikacyjny a prace mgr Agnieszki Razim pt.: Okreslenie epitopéw biatek powierzchniowych
Clostridium difficile oraz charakterystyka immunochemiczna koniugatu epitopu z nosnikiem
i nanoadiuwantu, oceniam bardzo wysoko. Praca stanowi warto$ciowe, prawidiowo zaplanowane
i zrealizowane opracowanie naukowe, a uzyskane wyniki sa podstawa do dalszych badan oraz
skonstruowania nowych, skuteczniejszych szczepionek.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.

595, z pdzn. zm.).



Z petnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu wniosek
o dopuszczenie mgr Agnieszki Razim do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage bardzo duzy wktad pracy Doktorantki, duzg wartos¢ praktyczng pracy oraz
duzy dorobek naukowy Autorki, wnioskuje o wyréznienie przediozonej mi do oceny rozprawy

doktorskiej.
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