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Ocena pracy doktorskiej mgr Malgorzaty Stasilojé pt. ,,Szezepionka przeciwko
Helicobacter pylori oparta o przetrwalniki bakterii Bacillus subtilis””
Praca doktorska Pani mgr Matgorzaty Stasilojé w calodci zostala zrealizowana w
pracowniach Zakladu Bakteriologii Molekularnej w Katedrze Biotechnologii
Medycznej Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UGd i GUM, pod
kierunkiem Pana prof. dr hab. Michata Obuchowskiego. W Zaktadzie Bakteriologii
Molekularnej od lat pod kierunkiem Pana Profesora sa prowadzone badania nad
wykorzystaniem przetrwalnikéw szczepu Bacillus subtilis jako szczepionki
najnowszej generacji. Dlatego tez kolejne projekty badawcze realizowane w
Zakladzie to prace wykazujace mozliwos¢ wykorzystanie rekombinowanych
przetrwalnikow B. subtilis jako nosnika antygenéw w projektowanych szczepionkach
doustnych. Pani mgr Stasitojé jako doktorantaka od poczatku studiéw doktoranckich
bierze czynny wigc udziat jako wykonawca w tych projektach badawczych, jest tez
kiérownikjem i gtéwnym wykonawcg grantu MNiSW w ramach badan naukowych
stuzacych rozwojowi mtodych naukowcow oraz uczestnikéw studiéw doktoranckich.
Poddana ocenie rozprawa doktorska jest wiec $cile zwiazana z badaniami
realizowanymi w Zespole badawczym profesora Obuchowskiego i dotyczy
konstrukcji wektoréw bakteryjnych na bazie B. subtilis zdolnych do prezentacji
heterologicznych biatek na powierzchni przetrwalnikéw w fuzji z biatkiem plaszeza
oraz oceny zdolnosci do immunizacji myszy przy udziale tych zmodyfikowanych
przetrwalnikéw. Najistotniejszym jednak celem badawezym rozprawy doktorskiej
byla ocena odpowiedzi immunologicznej konstrukcji zawierajgcej znane i opisane w
literaturze antygeny UreA i UreB pochodzace z Helicobacter acinonichis. Uzycie

tych antygenéw w uzyskaniu odpowiedzi immunologicznej przeciwko H. pylori byto



koniecznoscig ze wzgledu na ochrong patentowa UreA i UreB pochodzacych od H.
pylori. Uzyskanie zaplanowanych konstrukeji pozwolitlo wiec na ich zastosowanie
jako dawcy antygenu podczas immunizacji myszy. Optymalizacja procesu
immunizacji wymagato jednak calego szeregu bardzo pracochtonnych i trudnych ze
wzgledu na stosowany material badawczy eksperymentéw, w tym takze wyboru
odpowiedniego adiuwantu, ktéry bylby w stanie przesungé w przypadku H. pylori
odpowiedZ immunologiczbna w kierunku odpowiedzi typu Thl. Zwykle w
przypadku immunizacji szczepionkami opartymi o DNA przeciwko tej bakterii
stosowano z powodzeniem cytoking IL-2, przez co uzyskiwano stymulacje
odpowiedzi humoralnej oraz komorkowej. Wielkim wigc sukcesem mozna okreslié
wyniki eksperymentéw doktorantki, ktére wykazaty, iz IL-2 jest obiecujgcym
adiuwantem dla skonstruowanej szczepionki przeciwko H. pylori. Jednak ze wzgledu
na mozliwos¢ wystgpowania negatywnych skutkéw zastosowania IL-2 przetestowano
takze calg seri¢ znanych i stosowanych ostatnio w wakcynologii adiuwantéw.
Zastosowany jako adiuwant wodorotlenek glinu przyczyniat si¢ do silnej polaryzacji
odpowiedzi immunologicznej w kierunku odpowiedzi Thl1/Thl7. Myszy
immunizowano z powodzeniemj rekombinowanymi przetrwalnikami B. subtilis
prezentujgcymi antygen UreB. z zastosowaniem wodorotlenku glinu oraz
przetrwalnikami prezentujgcymi IL-2 w roli adjuwantéw. Zaobserwowana polaryzacja
odpowiedzi immunologicznej w doswiadczeniach z wykorzystaniem zwiazkow
aluminium jako adjuwantéw oraz prezentacja podjednostki UreA w fuzji z bialkiem
CotZ wydaje si¢ by¢ obiecujaca w $wietle ostatnich badan nad odpowiedzia
immunologiczng na zakazenie H. pylori. Ponadto wielce istotnym aspektem
aplikacyjnym tej pracy jest takZe ocena sposobu podawania projektowanej
szczepionki. W tym celu poréwnano dwa sposoby podania potencjalnej szczepionki:
dozolgdkowo i donosowo. Gléwna zaleta immunizacji donosowej jest to, Ze wymaga
ona mniejszej dawki przetrwalnikow. Doktorantka przeprowadzita takze
do$wiadczenia oceniajgce skutecznoi$¢ badanej szczepionki. Bardzo pomystowy byt
eksperyment majacy na celu oceng efektywnosci fagocytozy bakterii H. pylori przez
aktywowane mysie makrofagi linii J774. Makrofagi byly aktywowane poprzez
dodanie supernatantéw uzyskanych znad hodowli stymulowanych antygenem
splenocytéw pozyskanych z myszy immunizowanych drogg dozolgdkows. Do
aktywowanych makrofagéw dodawano nastepnie zawiesine bakterii H. pylori i

oceniano efektywnos¢ fagocytozy. Tu jednak warto byloby sprawdzié jak reagujg w



tym uktadzie linie makrofagdéw rzeczywistych, albowiem linia makrofagopodobnych
komorek linii J774 to komérki czgsto uzywane w tego typu eksperymentach, ale w
praktyce daleko odbiegajace wilasciwosciami od makrofagébw rzeczywistych,
izolowanych chociazby ze szpiku. Doktorantka przy uzyciu linii J774 jednoznacznie
wykazala, ze badane supernatanty, uzyte w wysokim stezeniu, silnie aktywuja mysie
makrofagi, obnizajac jednoczeénie ich zywotno$¢. Szczegélnie nasilony efekt
zaobserwowano w przypadku supernatantéw znad stymulowanych splenocytdw
myszy immunizowanych mieszaning przetrwalnikéw szczepow. Podsumowujac te
badania, nalezy uznaé, iz wniosek Doktorantki méwigcy o tym, ze uzyskane w tej
pracy wyniki pokazujg wyraznie, iz przetrwalniki bakterii B. subtilis s3 obiecujacymi
nosnikami antygendéw bakteryjnych i mogs stuzy¢ jako efektywna szczepionka
podawana doustnie lub donosowo jest w peli uprawniony, jednakze tylko i
wylacznie w przypadku myszy.

Rozprawa doktorska ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych, t.j. w sktad
jej wehodzg kolejno: streszezenie, wstep, cel pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja
1 spis cytowanej literatury. Czgs¢ eksperymentalna pracy jest poprzedzona obszernym
wstepem, ktéry zostal opracowany na podstawie bogatego pismiennictwa. Bardzo
obszerne w pracy sg tez czesci: metodyczna oraz wynikowa, co wynika miedzy innymi
z faktu, iz dla rozwigzania probleméw z koniecznosci zastosowano szereg
wyprébowanych i znanych metod z zakresu biologii molekularnej i immunologii. . Dane
eksperymentalne udokumentowane sag za pomocg 19 rycin. Otrzymane wyniki
whikliwie oméwiono w dyskusji. Spis literatury jest takze obszerny, obejmuje 245
pozycji. Oceniana rozprawa doktorska nie zawiera bledéw merytorycznych. Jej ocena
wydaje si¢ nie by¢ sprawa trudna, skoro czes¢ wezedniej uzyskanych przez doktorantke
wynikow weszlo w sklad prac oryginalnych opublikowanych w renomowanych
czasopismach z listy filadelfijskiej, takich jak PLoS One, Mol. Biotechnol. Czy Microb.
Cell Fact.. Doktorantka jest tez wspéltautorem 2 patentéw, zaréwno krajowym jak i
mi¢dzynarodowym.  Wyniki badai byly tez przedstawiane na 8 krajowych i
migdzynarodowych zjazdach naukowych, w ktérych doktorantka brata czynny udziat.

Zaprojektowanie eksperymentéw i uzyskanie w wyniku ich realizacji tak wielu
wartosciowych wynikéw na pewno $wiadczy o dojrzalosci badawczej doktorantki.
Wykonanie wigkszosci eksperymentéw wymagalo stworzenia wielu ukltadéw
badawczych oraz dobrego przygotowania w zakresie mikrobiologii i immunologii.

Czgs$¢ eksperymentalna rozprawy pozwolila na weryfikacje wczesniej zaktadanych



hipotez badawczych. Do najwiekszych osiggnie¢ pracy, o duzym znaczeniu
aplikacyjnym w zakresie opracowania szczepionki na bazie przetrwalnikow B. subtilis
nalezy zaliczy¢ udang probe zastosowania uniwersalnej konstrukcji prezentujacej
wszystkie elementy niezbedne do wywotania odpowiedzi immunologicznej. Wykrycie
metody, ktéra pozwala na stworzenie skutecznej szczepionki przeciwko groznej bakterii
patogennej otwiera nowe mozliwosci badawcze 1 wyznacza nowe kierunki badan.
Mocna strong ocenianej rozprawy jest tez $wietnie przeprowadzona dyskusja wynikéw,
podczas ktorej autorka na podstawie uzyskanych wynikéw sugeruje dobrze podparte
pozycjami literatury wnioski prowadzace do wyjasnienia nowych danych dotyczacych
mechanizméw dziatania szczepionek najnowszej generacji. Czytanie pracy, mimo
wysokiego poziomu trudnosci ze wzgledu na trudne immunologiczne specjalistyczne
zagadnienia 1 duzg zawarto$¢ informacji, a takze czesto stosowane skroty, staje sie
przyjemnoscig, szczegblnie wtedy, gdy przedstawiane sg kolejne mozliwosci
zastosowania skonstruopowanego szczepu. Umigjetny opis wielu skomplikowanych
procedur, a takze proste i logiczne wyjasnienia, oczywiscie w miarg mozliwosci
stosowanych skrotow i procedur, takze przyczyniajg sie do pozytywnej oceny
przedstawionej pracy doktorskiej.

Biorgc powyzsze pod uwage, uwazam ze rozprawa doktorska Pani mgr
Matgorzaty Stasiloj¢ spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim i
wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie
doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnosze takze o stosowne

wyrdznienie tej bardzo cennej i waznej pod katem aplikacyjnym dysertacji.
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