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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Stasiloj¢, pt.:
,,Szczepionka przeciwko Helicobacter pylori oparta o przetrwalniki bakterii Bacillus subfilis”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Matgorzaty Stasiltojé jest oryginalnym
opracowaniem, ktérego przedmiotem byla konstrukcja narzedzi pozwalajgcych na uzyskiwanie biatek
heterologicznych na powierzchni przetrwalnikow bakterii Bacillus subtilis oraz weryfikacja
odpowiedzi immunologicznej myszy na rekombinowane przetrwalniki prezentujace modelowe
antygeny UreA i UreB Helicobacter pylori.

Bakterie Helicobacter pylori sa uznanym czynnikiem sprawczym zmian patologicznych u
zainfekowanych ludzi, prowadzacym do takich schorzef jak wrzody zotadka i dwunastnicy, a takze
ztogliwych nowotworéw tych narzadéw. Uwaza sie, ze infekcje H. pylori sg jednymi z najczestszych
infekcji bakteryjnych na $wiecie, jednoczesnie pomimo powszechnosci wystepowania, tylko u okoto
10% nosicieli obecnoé tych bakterii powoduje zmiany chorobowe. Terapie stosowane obecnie
przeciwko infekcjom H. pylori, oparte o antybiotyki, sa skuteczne, jednak takze kosztowne, moga
powodowaé efekty uboczne, a przebyta infekcja nie uodparnia organizmu na ponowne zakazenia.
Szacuje sig, ze w krajach rozwijajacych si¢ nawet 80-90% populacji moze by¢ zakazone tymi
bakteriami, dlatego tez, wazne wydaje si¢ poszukiwanie nowych alternatywnych dla antybiotykow,
metod zapobiegania i zwalczania infekcji H. pylori. Wiéréd innowacyjnych metod terapeutycznych,
szezepionki wziewne i doustne oparte o swoiste antygeny prezentowane na przetrwalnikach bakterii
niepatogennych posiadajg takie zalety, jak np. latwo$¢ podania i wzbudzenia odpowiedzi
immunologicznej w miejscu docelowym (w tym wypadku uklad trawienny).



Bacillus subtilis sa powszechnie wystepujacymi w $rodowisku naturalnym bakteriami,
zasiedlajgcymi ryzosfere i powierzchni¢ roslin, a jako organizmy modelowe, od wielu lat sa
przedmiotem licznych badan, zaréwno o charakterze podstawowym, jak i aplikacyjnym. Szczepy B.
subtilis znalazly zastosowanie w produkcji zywnosci probiotycznej (japonskie natto), pozyskiwaniu
enzyméw proteolitycznych czy biologicznej ochronie roslin przed patogenami. W ostatnich latach
szczegblne zainteresowanie wzbudzaja przetrwalniki (spory) B. subtilis, zaréwno jako czynniki
probiotyczne stymulujace uktad immunologiczny, a takze jako ,nosniki” enzymdéw wykorzystywanych
w przemysle czy tez ,noéniki” potencjalnych antygenéw do tworzenia nowoczesnych szczepionek.

Zespot prof. Michata Obuchowskiego z Zaktadu Bakteriologii Molekularnej MWB UG i
GUMed od lat prowadzi badania przyczyniajgce sie do poznania molekularnych mechanizméw
sporulacji B. subtilis, a takze badania nad wykorzystaniem przetrwalnik6w tych bakterii jako no$nikow
biatek heterologicznych, w tym nosnikéw antygen6w w potencjalnych szczepionkach. Dlatego tez,
badania prowadzone przez mgr Malgorzate Stasitoj¢, bedgce przedmiotem tej rozprawy doktorskiej,
przyczyniaja si¢ do poszerzenia wiedzy dotyczacej tworzenia nowoczesnych szczepionek przeciwko
patogenom ludzi.

Badania mgr Maltgorzaty Stasitojé majg charakter badan ukierunkowanych z potencjalem
aplikacyjnym. Doktorantka podj¢ta si¢ konstrukeji wektorow umozliwiajgcych prezentowanie
heterologicznych biatek na powierzchni przetrwalnikéw B. subtilis, co stanowi istotny wklad w rozwoj
nowych narzedzi biotechnologii. Warto podkresli¢, ze skonstruowane przez Doktorantke wektory
zostaly objete zgloszeniem patentowym krajowym i migdzynarodowym.

Natomiast, uzyskane przez Doktorantke, w dalszej czesci pracy, wyniki badan odpowiedzi
immunologicznej myszy traktowanych przetrwalnikami prezentujacymi wybrane antygeny bakterii H.
pylori, stanowia wazny etap projektowania innowacyjnych szczepionek przeciwko groznemu
patogenowi cztowieka. Do immunizacji myszy, mgr Stasitoj¢ wykorzystata spory szczepdéw B. subtilis
prezentujace antygeny UraA i UreB z Helicobacter acinonychis, wykazujace odpowiednio 97% i 99%
identycznosci sekwencji aminokwasowej z analogicznymi biatkami H. pylori. Ze wzgledu na ochron¢
patentowa uzycia antygenéw UreA i UreB H. pylori, by to zabieg bardzo przemyslany. W toku badan
Doktorantka przetestowata 4 rézne adjuwanty potencjalnie przesuwajace odpowiedz immunologiczng
na zakazenia H. pylori w kierunku odpowiedzi komérkowej - Thl. Zastosowanie przetrwalnikow
rekombinowanego szczepu, niosacych na powierzchni plaszcza cytoking IL-2 wraz z przetrwalnikami
prezentujgcymi antygen UreB na powierzchni ptaszcza oraz gen ureB ulegajgcy ekspresji w trakcie
wzrostu wegetatywnego powodowalo przesunigeie odpowiedzi immunologicznej w kierunku
odpowiedzi komoérkowej.Adjuwant ten okazat si¢ skuteczny w modulacji odpowiedzi w pozadanym
kierunku. Cytokina IL-2 wykazuje aktywnos$¢ biologiczng, a jej nickontrolowane podanie moze
prowadzi¢ do efektow ubocznych, ale jak pokazuja wyniki badan mgr Stasitojé, wykorzystanie
rekombinowanych przetrwalnikéw niosacych na powierzchni IL-2 umozliwia oszacowanie bezpiecznej
dawki tej cytokiny podawanej wraz ze szczepionka.



Ze wzgledu na efekty uboczne zastosowania IL-2, w roli adjuwantéw Doktorantka testowata
takze chitosan, saponiny i wodorotlenek glinu. Badania z wykorzystaniem chitosanu zakonczyly sig
niepowodzeniem (prawdopodobnie w wyniku uzycia innej niz wezeéniej stosowano serii pozywki), a
uzycie saponin nie przyniosto oczekiwanych efektéw. Natomiast zastosowanie jako adjuwantu
wodorotlenku glinu (jedyny adjuwant dopuszczony do stosowania u ludzi) powodowato polaryzacje
odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th1/Th17. Co ciekawe, w ukierunkowaniu odpowiedzi
immunologicznej istotng role odgrywat rowniez sposéb podania rekombinowanych przetrwalnikéw. I
tak, podanie droga dozotadkowa przetrwalnikéw prezentujacych odpowiednie antygeny H. pylori wraz
z adjuwntami (przetrwalniki prezentujace IL-2 i z wodorotlenkiem glinu) wzbudza odpowiedz
immunologiczng spolaryzowang w kierunku Th1/Th17, natomiast podanie przetrwalnikow drogg
donosowa wzbudza mieszang odpowiedZ immunologiczng Th1/Th2/Th17 (podwyzszony poziom IL-2,
INF-y, IL-4 oraz IL-17).

Szczegolnie interesujgce sa wyniki, ktore Doktorantka uzyskata w do$wiadczeniach z uzyciem
antygenu UreA. Wykorzystanie do immunizacji myszy rekombinowanych przetrwalnik6w niosgcych
antygen UreA w fuzji z bialkiem CotZ, tworzacym najbardziej zewngtrzng czes¢ przetrwalnika, tzw.
skorupe, powodowalo wzbudzenie mieszanej odpowiedzi immunologicznej typu Th1/Th17, bez
stosowania adjuwantu. Jest to osiagni¢cie obiecujace w S$wietle wynikow badann innych grup
badawczych pokazujacych, ze zakazenie H. pylori prowadzi do aktywacji odpowiedzi typu Th1 i Th17.
Jednoczeénie, inne badania wskazuja, ze indukcja odpowiedzi Thl i Thl7 jest wystaraczajaca by
zapewni¢ myszom ochrong przed infekcja.

Kolejnym interesujacym aspektem badaf mgr Staistoj¢ byta ocena skutecznosci dzialania
rekombinowanych przetrwalnikéw w tescie z wykorzystaniem aktywowanych mysich makrofagéw lini
J774. Test ten miat shuzyé jako alternatywa doswiadczen typu challenge. Mysie makrofagi byly
aktywowane z wykorzystaniem supernatantow znad hodowli stymulowanych antygenem splenocytow
myszy immunizowanych droga dozoladkowa. Do tak przygotowanych makrofagow dodawano
zawiesiny bakterii H. pylori i oceniano efektywnos¢ fagocytozy. Doktorantka wykazata brak réznic w
wydajnosci fagocytozy pomiedzy aktywowanymi i nieaktywowanymi makrofagami. Natomiast
zaobserwowala istotne réznice w zywotnosci makrofagéw traktowanych réznymi supernantami.
Sktonilo to Doktorantke do zbadania poziomu czynnika TNF-0, wydzialenago przez aktywowane
makrofagi, i bedacego markerem ich aktywacji. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze wysokie stezenie
uzytych supernatatnéw silnie aktywuje mysie makrofagi, jednoczesnie obnizajac ich Zywotnos¢.
Najbardziej istotne zatem, w toku dalszej pracy, wydaje si¢ znalezienie takich warunk6w immunizacii,
pozwalajacych na wydajng aktywacje makrofagéw i jednoczesnie zapewniajacych odpowiednig ich
Zywotnosc.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze podane droga dozotadkowa
rekombinowane przetrwalniki B. subtilis niosace antygeny H. pylori moga stanowi¢ skuteczng sciezke
zwalczania zakazeh w warunkach in vivo. Jak sama Doktorantka stwierdza, niezbgdne do tego s
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doswiadezenia typu challenge, w ktérych immunizowane zwierzeta zakazane sg patogenem i badane

pod katem odpornosci na infekcje.

Powyzsze wyniki Doktorantka uzyskala w wyniku starannie zaplanowanych i
przeprowadzonych do$wiadczeni wykorzystujgc metody immunologii, biochemii 1 biologii
molekularne;j.

W formalnej ocenie rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze ma ona uktad przyjety dla tego typu
opracowan do$wiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych. Praca liczy 94 strony maszynopisu,
zawiera 19 rycin oraz 245 pozycji literatury.

Szczegblowo, praca sklada sie¢ ze Streszczenia, Wstepu, Celu pracy, Materiatéw, Metod,
Wynikéw, Dyskusji oraz spisu literatury. Ponizej krétko oméwig kazde z nich.

Streszezenie Rozdziat ten przedstawia przedmiot badan, omawia pokrétce uzyskane wyniki,
ktdre nastepnie podsumowuje.

Wstep. Rozdziat ten stanowi wprowadzenie do problematyki pracy. Autorka w pierwszym
podrozdziale przedstawia bakteri¢ H. pylori, historie jej odkrycia, epidemiologi¢ 1 patogenezg.
Nastepnie Doktorantka szczegblowo przedstawia proces kolonizacji zotadka przez H. pylori, a takze
skupia si¢ na najbardziej istotnych czynnikach wirulencji aktywnych w tym procesie. W kolejnych
podrozdziatach Doktorantka przedstawia metody diagnostyczne zakazen H. pylori, prezentuje
mozliwosci leczenia infekcji oraz krétko opisuje odpowiedZ immunologiczng organizmu na infekcje
tymi bakteriami. Podrozdzial omawiajacy odpowiedz immunologiczng jest do$¢ skomplikowanie
napisany, co prawdopodobnie zwigzane jest z réznorodnoscia wynikéw, czgsto przeciwstawnych,
uzyskiwanych przez badaczy z réznych grup. W dalszych czesciach rozdziatu Wstep, Doktorantka
opisuje bakterie B. subtilis, cykl zyciowy tych bakterii, budowe i wlasciwosei przetrwalnikow (spor)
oraz ich wykorzystanie jako no$nikow bialek heterologicznych. W ostatniej czgsci opisuje adjuwanty
wykorzystywane do pobudzania odpowiedzi immunologiczne;.

W czesci dotyczacej bakterii B. subtilis, Doktorantka uzywa okreslenia ,,bakterie probiotyczne”,
jednak nie uscisla czy wszystkie szczepy B. subtilis sg zaliczane do organizméw probiotycznych?
Zatem czy wybdr szczepu wykorzystywanego do prezentowania antygenéw na powierzchni
przetrwalnikow jako szczepionki, ma znaczenie?

Materialy i Metody. Rozdzialy te obejmuja odpowiednio zestawienie materialow
wykorzystywanych podczas przeprowadzania eksperymentéw oraz opis procedur doswiadczalnych.
Oba rozdzialy sa napisane starannie; opisy metod przedstawione s3 w sposéb zrozumialy i bardzo
szczegélowy, umozliwiajacy powtdrzenie przeprowadzonych doswiadczen, jednak kontekst
zastosowania danej metody nie zawsze jest jasny.

Wyniki. Rozdzial ‘Wyniki’ zostal przez Autorkg pogrupowany w podrozdzialy przedstawiajace
uzyskane rezultaty. Mgr Stasilojé kolejno stawia problemy badawcze i szczegélowo wyjasnia uzyskane

wyniki. Jednak nie zawsze jasno wytlumaczona jest zastosowana procedura badawcza lub istota
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szczepionek opartych o rekombinowane przetrwalniki B. subtilis. Co wiecej, prowadzone badania
doprowadzity do stworzenia nowych narzedzi biologii molekularne; (wektor6w) o duzym potencjale
aplikacyjnym. Pani mgr Malgorzata Stasitoj¢ wykazata si¢ umiejetnym planowaniem eksperymentow,
zdolnodcia wykorzystania wielu technik badawczych oraz umiejgtnoscia interpretacji uzyskanych
wynikow.

Recenzowana rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim,
w zwiazku z czym, zwracam si¢ do Rady Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed
o dopuszczenie Pani magister Malgorzaty Stasitoj¢ do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
Wyniki prowadzonych badaf zostaty opublikowane w artykutach o zasiggu miedzynarodowym, a
utworzone wektory objete zgloszeniem patentowym, dlatego wnoszg do Wysokiej Rady o wyr6znienie
prezentowanej rozprawy doktorskiej.
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