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Rozwdj higieny w krajach Europy i Ameryki Potnocnej i 19 i 20 wieku spowodowat
zmniejszenie  zachorowalnosci na choroby wywotane bakteriami. Dalszg
poprawe przyniosto stosowanie sulfonamidéw a nastepnie antybiotykoéw, ktore znaczgco
ograniczyly niebezpieczenstwo $Smierci spowodowanej zakazeniami. Powszechny
optymizm z potowy ubiegtego wieku zwigzany z wiarg w mozliwos¢ eliminacji kazdej
choroby zakaznej powoli mija, gdyz jak wiemy stosowanie antybiotykbw ma réwniez swojg
ciemng strone. Pojawienie sie szczepow bakterii opornych na wiekszos¢ stosowanych
antybiotykow, tak zwanych superbakterii oraz zwigzane z tym zakazenia szpitalne to jedne
z gtéwnych problemoéw zwigzanych z ich naduzywaniem. Jedng z konsekwencji stosowania
antybiotykoterapii jest pojawienie sie zakazen wywotanych przez Clostridium difficile,
bakterii atakujgcej gtdbwnie osoby starsze w trakcie hospitalizacji i po licznych kuracjach
antybiotykowych. Zakazenia tg bakterig mogg prowadzi¢ do ciezkich powiktan a nawet
Smierci. W przypadku Clostridium difficile jak réwniez innych oportunistycznych bakterii
atakujgcych ludzi zastosowanie szczepionek jest znacznie lepszym rozwigzaniem niz
kolejna antybiotykoterapia. Clostridium difficile jest beztlenowg gram-dodatnig bakterig
bedacag naturalnym sktadnikiem mikroflory jelitowej u okoto 3% populacji. W wiekszoSci
przypadkow ludzie sg jej bezobjawowymi nosicielami bez oznak chorobowych. Jednakze
w niektorych sytuacjach, po na przykfad terapiach antybiotykami takimi jak klindamycyna,
cefalosporynami penicyling lub fluorochinolonami dzieki opornosci Clostridium difficile na te
antybiotyki nastepuje jej gwaltowne namnozenie, produkcja toksyn a nastepnie
uszkodzenie nabtonka jelit skutkujgce biegunka. Leczenie jest trudne i czesto nastepuje

nawrét choroby.




Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani magister Agnieszki Razim
zatytutowana: ,Okreslenie epitopow biatek powierzchniowych Clostridium difficile oraz
charakterystyka immunochemiczna koniugatu epitopu z nosnikiem i nanoadiuwantu” jest
udang prébg opracowania szczepionki przeciwko biatkom powierzchniowym tej
oportunistycznej bakterii. Opracowana szczepionka mogtaby by¢ samodzielnie aplikowana
przez pacjenta lub pod nadzorem personelu medycznego. Opracowanie howej szczepionki
jest zadaniem trudnym i wymagajgcym ogromnego doswiadczenia, dlatego
wyzwanie, ktorego podjeta sie Doktorantka - praktycznie samodzielnie - bo przeciez praca
doktorska wymaga gtownie poswiecenia sie jednej osoby mogto wydawac sie
przedsiewzieciem zbyt ambitnym. Jednakze jak mozna sie przekona¢ podczas czytania
pracy ogrom badan, ktory zostat wykonany konczy sie sukcesem prowadzgc do otrzymania
preparatu o pozgdanych wtasciwosciach.

Praca rozpoczyna sie szerokim ,Wstepem” opisujgcym najwazniejsze zagadnienia,
ktérymi zajmuje sie w pracy Doktorantka. Sg to przede wszystkim immunologia sluzowki,
szczepionki, rozdziat poswiecony adiuwantom, charakterystyka szczepionki donosowej oraz
charakterystyka zakazenh bakterig Clostridium difficile. We ,Wstepie” opisano réwniez
zagadnienia zwigzane z uktadem immunologicznym i jego funkcjonowaniu w odpowiedzi na
zakazenia tg baterig oraz biatkom ekspresjonowanym na powierzchni bakterii. Ta czes¢
pracy jest dobrze przygotowana i zredagowana. Jako recenzent odczuwam lekki niedosyt z
powodu kroétkiego podrozdziatu poswieconego adiutantom, ktéry mogtby by¢ nieco bardziej
rozbudowany. Pomijajgc tg drobng uwage wstep rozprawy swiadczy o bardzo dobrym
poruszaniu sie doktorantki w zagadnieniach zwigzanych ze szczepionkami i ich
opracowywaniem a takze w biologii bakterii na ktérg szczepionka miata by¢ przygotowana.

Rozdziat Materiaty i Metody opisuje szczegdtowo metody Jakie byly stosowane
podczas pracy nad szczepionkg. Ich ilos¢ jest bardzo duza. Doktorantka zajmowata sie
hodowlg bakterii, pracowata =z surowicami, izolowata biatka immunoreaktywne,
przeprowadzita szczegétowg analize bioinformatyczng biatka CWP22, pracowata nad
identyfikacjg i charakterystykg epitopéw a takze syntezg peptydow i ich optymalizacjg. Jej
zadaniem byto przygotowanie koniugatu w peptydéw z biatkiem nosnikowym, preparacja
nanoadjuwantéw badania ich stabilnosci, badania oddziatywania nanoadiuwantéw z
biatkami takimi jak owoalbumina i mucyna, hodowle komorkowe, indukcja cytokin, badanie
wiasciwosci immunogennych szczepionek oraz badania na zwierzetach. Generalnie
wszystkie niezbedne informacje wydajg sie by¢ podane i mozna na ich podstawie odtworzy¢

prowadzone prace. Tabela opisujgca szczepy kliniczne pobrane od pacjentow,



pochodzenie krwi pepowinowej i inne dane, ktére znalazty sie w pracy pomagajg
zorientowac sie materiale jaki byt stosowany. Rozdziat jest dobrze opisany i przygotowany
zawiera jednak drobne btedy i niescistosci takie jak azotan sodu zamiast azotan srebra a
organizm bedacy zrédtem biatka KLH (Megathura crenulata) to oczywiscie mieczak a nie
skorupiak. Podczas przygotowywania nanoadiuwantéw nie podano typu, nazwy
urzgdzenia oraz warunkéw towarzyszgcych otrzymywaniu nanoadiuwantéw. Podczas
pomiaru wielkosci czgstek nanoadiuwantow nalezato poda¢ w jakiej funkcji dokonano
pomiarow. Czy byta to funkcja Volume Number czy Intensity? Ma to duzy wptyw na ocene
uzyskanych nosnikéw. Generalnie sg to drobne potkniecia i nie zmieniajg jednoznacznie
pozytywnej oceny tej czesci rozprawy.

Rozdziat ,Wyniki” to oczywiscie najwazniejsza czes¢ dysertacji. Czytajagc te czes¢
rozprawy wida¢ ogrom pracy wykonanej przez doktorantke. Na poczatku dokonano izolaciji
biatek powierzchniowych Clostridium difficile celu wyszukania takich na ktére mozna
przygotowac szczepionke. Krytycznym momentem pracy byt wybér takich peptyddw by nie
uzyskac efektu odpowiedzi immunologicznej przeciwko innym dobroczynnym bakteriom jak
rowniez wtasnym biatkom gospodarza. Przeprowadzono olbrzymig bioinformatyczng
analize mozliwosci uzycia poszczegolnych peptydéw w tworzonej szczepionce. W pracy
skupiono sie na biatku CWP22 ktérego fragmenty staly sie podstawg opracowanej
szczepionki. Dzieki analizie bioinformatycznej Doktorantka stwierdzita, ze gen biatka
CWP22 jest silnie konserwatywny wsrod roznych szczepow Clostridium difficile co oznacza,
ze szczepionka opracowana na bazie fragmentow tego biatka wywota odpowiedZz wobec
prawdopodobnie wszystkich szczepdéw bakterii wystepujgcych u pacjentow. Kolejnym
waznym krokiem byto przewidywanie epitopéw dla limfocytow T i B dzieki zastosowaniu
programéw (TepiTool, BCPred oraz BEPIPred). Dzigki pracy z programami udato sie
wytypowaé odpowiednie fragmenty peptydéw wobec ktérych przewidywano pojawienie sie
silnej odpowiedzi immunologicznej. Natozenie na siebie wytypowanych sekwenciji
peptydowych biatka Cwp22 przez trzy wymienione programy pozwolity na wytonienie 20
najbardziej obiecujgcych peptydow. Wyniki z badan bioinformatycznych zweryfikowano
metodg ELISA uzyskujgc potwierdzenie wysokiej immunoreaktywnosci dla wiekszosci
przypadkow. Na tym etapie Doktorantka wytypowata 5 peptydow do ktérych uzyskano
najsilniejsze wigzanie przeciwciat z osocza zarowno chorych jak i krwi pepowinowej. W
wyniku dalszego mapowania wyselekcjonowanych fragmentéw oraz zaprojektowaniu
szeregu peptydow o zachodzgcych na siebie sekwencjach z przesunieciem o dwa

aminokwasy wybrano trzy peptydy o najsilniejszej immunoreaktywnosci a nastepnie



dokonano kolejnej rundy optymalizacji. Wytoniono 3 peptydy 6-10 aminokwasowe, ktorych
sekwencje zostaly poddane ocenie w bazie wszystkich dostepnych sekwencji (BLAST).
Uzyskane sekwencje nie sg obecne z zadnym organizmie zasiedlajgcym cztowieka, ani nie
wystepujg w biatkach ludzi. Ta czes¢ pracy doktorantki powinna by¢ bardzo wysoko
oceniona, poswiecono na nig zapewne bardzo duzo czasu dokonujgc zmudnej analizy
bioinformatycznej oraz licznych syntez peptydow.

Badania nad nanoadiuwantem byty kolejnym waznym wyzwaniem. Zdecydowano sie
wybraé nanoemulsje oparte na oleju silikonowym przygotowane dzieki wykorzystaniu dwoch
emulsyfikatoréw, z ktérych jeden nadawat emulsji tadunek dodatni. Immunoadiuwanty
zwiekszajg odpowiedz ze strony uktadu immunologicznego wobec licznych antygenow i
haptenow. W tym wypadku opracowano 13 emulsji zawierajgcych rézne detergenty
kationowe o wielkosSci czgstek mieszczgcych sie w przedziale 380-620 nm Po etapie
optymalizacji otrzymywania formulacji wykonano dla nich badania stabilnosci
dtugookresowej. Wyniki przedstawiono w Tabeli 15 , ktéra mogtaby by¢ zastgpiona
wykresem na ktorym znacznie fatwiej jest zaobserwowac zmiany wielkosci w czasie.

W dalszej kolejnosci przeprowadzono badania oddziatywan z mucyng oraz
owoalbuming. Poniewaz mucyna jest biatkiem wyscielajgcym drogi oddechowe dlatego
stabilnos¢ nanoadiuwantow w roztworze tego biatka byla istotna. Zaobserwowano
zwiekszanie wielkosci kropel emulsji w przypadku niektérych z formulacji. Nie do konca
moge sie zgodzi¢ z wyjasnieniem wzrostu objetosci kropel jako zjawiska ,..tadowania
mucyny do wnetrza kropel NAC”. Poniewaz mucyna jest silnie uwodnionym biatkiem,
bardziej prawdopodobne zjawisko to wymieniona przez doktorantke adhezja ujemnie
natadowanej mucyny do dodatnio natadowanych kropel nanoadiuwantu czy po prostu fuzja
czy agregacja kropel nanoadiuwantu wywotana mucyng. Badania z owolabuming, biatkiem
modelowym uzywanym w badaniach immunologicznych miaty na celu okreslenie stabilno$ci
nanoadiuwantu oraz stopien wigzania sie biatka do czgstek emulsji. W pracy stosowano
naprzemiennie okreslenie owo jak i owalbumina. Wydaje sie, ze poprawnym terminem jest
owoalbumina. Nie rozumiem sensu 6-cio miesiecznego badania wplywu emulsji
nanoadiuwantéw na integralnos¢ owoalbuminy zwlaszcza, ze szczepionka utrzymuje sie na
btonach sluzowych zapewne tylko przez kilka lub kilkanascie godzin. Konkluzjg tego
eksperymentu jest stwierdzenie (zresztg stuszne), ze nanoadiuwanty nie degradujg
zawieszonego w nich biatka.

Mam tez generalng uwage dotyczgcg pomiaréw potencjatu zeta a takze wielkoSci

czagstek w roztworach biatek. Musimy pamietac, ze dodatek biatka do zawiesiny zmienia jej



lepko$¢ co przektada sie na zmiane wspétczynnika dyfuzji. Moze to dawa¢ mylne wyniki
podczas badania takim instrumentem jak NanoSizer bazujgcym na ruchu Browna lub ruchu
czgstek w polu elektrycznym (pomiar potencjatu Zeta).

Testy sterylizacji cieplnej pozwolity odpowiedzie¢ na pytanie czy taki sposob
pozbycia sie potencjalnych mikroorganizmow i ich zarodnikow nie spowoduje rozpadu
formulacji. Wynik byt satysfakcjonujgcy totez wykonano kolejne wazne badania jak ich
zachowanie w warunkach jamy nosowej (wysoka sita jonowa oraz badania toksycznos$ci na
komorkach nabtonkowych oraz uktadu odpornosciowego. Szkoda, Ze te ostatnie badania
wykonano na pustym nosniku. Mozemy sie spodziewac, ze przytgczenie skonstruowanych
peptydodw mogtoby zmieni¢ wynik tego eksperymentu. Badania z modelowym antygenem
potwierdzity zdolnos¢ opracowanych i wybranych trzech nanoadiuwantéw do prezentacji
antygenow oraz wywotywania odpowiedzi immunologicznej wobec komodrek
dendrytycznych linii JAWSII oraz komoérek nabtonka oddechowego (TC-1). W wyniku
przeprowadzonych badan toksycznosci nad wybranymi trzema immunoadiuwantami
Doktorantka stwierdza brak ich toksycznosci po podaniu donosowym i domiesniowym
(dystres, opuchlizna). W pracy zabrakto eksperymentu w ktorym mierzono by wielkosc
czgstek wybranych nanonosnikow (NAC3, NAC7 oraz NAC13) po zmieszaniu ich z
peptydami K1, K2 i K3. Czy nastepowata agregacja czgstek nanoemulsji w kontakcie z tymi
peptydami?

Ukoronowaniem pracy byty testy przygotowanej szczepionki na myszach.
Szczepionki podane donosowo jak i domiesniowo (kontrole) udowodnity swojg aktywnosc.
Doktorantka zaobserwowata, ze poziom przeciwciat IgG w surowicy myszy szczepionych
donosowo szczepionkg na bazie nanoemulsji NAC3 i NAC13 i podanej donosowo jest
poréwnywalny do tego uzyskanego po podaniu domiesniowym, wliczajgc w to postac
zawierajgca alum. W przypadku szczepionki na Bazie NAC7 i podania donosowego poziom
przeciwciat IgG byt statystycznie nizszy niz dla grupy ktérej podano bufor PBS. Duzo lepsze
wyniki uzyskano w indukcji przeciwciat IgA dla szczepionek donosowych. Finalnie autorka
pracy stwierdza, ze stworzona szczepionka na bazie immunoadiuwantow NAC3, NAC7 i
NAC13 jest immunogenna zaréwno po podaniu donosowym jak i dozylnym.

Najsilniejszy efekt adiuwantowy uzyskano dla protoszczepionki NAC13, co wskazuje, ze
przygotowanie 13 réznych wersji nosnika miato sens, gdyz mimo pozornie podobnej budowy
znacznie sie one roznity w generowaniu odpowiedzi immunologiczne;j.

Dyskusja napisana na 16 stron maszynopisu swiadczy o dojrzatosci naukowej

Doktorantki. Wida¢ z niej, ze eksperymenty byty przemyslane, uzyskiwane w trakcie pracy



wyniki stanowity podstawe do dalszych prac i Doktorantka rozumie co robi. Mam tu drobng
uwage na temat zamiennego stosowania terminu czgstka i czgsteczka. Sadze, rowniez, ze
okreslenie doktadnego stosunku liczby skoniugowanych epitopdw do czgsteczki KLH
powinno by¢ stosunkowo proste i chciatbym sie dowiedzie¢ dlaczego Doktorantka w
Dyskusji nie wyjasnia dlaczego uwaza to za niemozliwe do wykonania.

Podsumowujgc, przedtozona do recenzji rozprawa doktorska p. mgr Agnieszki Razim
jest wedtug mojej oceny pracg bardzo wartosciowg, ciekawg oraz starannie przygotowana.
Doktorantka zastosowata szereg metod, ktdérymi biegle sie postugiwata. Praca jest bardzo
obszerna i kohczy sie praktycznym wynikiem prowadzonych badan. Pani mgr Agnieszka
Razim jest wspoétautorkg szesciu publikacji o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania
25,79 oraz 13 innych doniesien konferencyjnych, zarowno krajowych jak i zagranicznych, w
tym 8 wystgpien ustnych. Dodatkowo uzyskane wyniki zostaty objete ochrong 2 polskimi i

1 miedzynarodowym zgtoszeniu patentowym.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska spetnia wszelkie wymogi ustawowe
okreslone w Rozporzgdzeniu MNiSZW z dnia 30 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdtowego
trybu i warunkdéw przeprowadzenia czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz. U. z 2018 r, poz. 261)
oraz w swietle przepiséw wprowadzajgcych ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r., poz. 1669), dlatego wnioskuje do wysokiej Rady Naukowe;j
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki
Razim do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie biorgc pod uwage
nowatorski charakter pracy, bardzo rozbudowang czes¢ metodologiczng i ogrom
wykonanych badanh a takze publikacje i wyréznienia uzyskane przez doktorantke wnioskuje
do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN o

wyroznienie rozprawy doktorskiej.



