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Znaczenie tematyki badawczej podje¢tej przez Doktoranta

Rozprawa doktorska mgr. Alessandro Negriego, przygotowana w Zakladzie Bakteriologii
Molekularnej Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, przedstawia probe opracowania szczepionki przeciwko
Clostridium difficile, czynnika etiologicznego rzekomobloniastego zapalenia jelita grubego. Jest
to praca interdyscyplinarna, w ktorej Doktorant umiejetnie taczy wiedzg oraz techniki badawcze
z zakresu mikrobiologii, immunologii i biotechnologii, co czyni doktorat interesujagcym dzietem

naukowym.

Ocena problemu badawczego, doboru celéw badan oraz metod badawczych

Antybiotyki stanowig znakomity or¢z w walce z bakteriami, jednakze ich zbyt czeste lub
nieumiejetne stosowanie, doprowadza do zaburzenia réwnowagi fizjologicznej cztowieka.
Problemem zwigzanym z antybiotykoterapia jest selekcja i namnazanie bakterii opornych na
dany antybiotyk. Jednym z takich drobnoustrojow jest C. difficile, ktérego nadmierna obecnosc i
synteza toksyn doprowadza do stanu zapalnego, zwanego rzekomobtoniastym zapaleniem jelita
grubego. Zwiekszone stosowanie antybiotykow przyczynia si¢ do wzrostu liczby przypadkow

tego typu zachorowan, coraz czgsciej konczacych si¢ zejsciem Smiertelnym, co stanowi



og6lnoswiatowy problem medyczny i ekonomiczny. Z tego wzgledu proba opracowania przez
Doktoranta szczepionki przeciwko C. difficile jest cenna i ma duzy potencjat aplikacyjny.

Problem badawczy zostal przedstawiony na podstawie bogatego i dobrze dobranego
pi$miennictwa. Autor doglebnie opisat biologi¢ C. difficile, czynniki zwigzane z patogenezg tej
bakterii oraz podstawy biotechnologii szczepionek, w tym szczepionek rekombinowanych,
wykazujac si¢ szeroka wiedza w zakresie podjetych badan. Trafnie tez zobrazowal trudnosci
zwiazane z diagnostyka oraz leczeniem zakazen powodowanych przez C. difficile. Z punktu
widzenia podjetej tematyki badawczej, cenne jest zapoznanie czytelnika z mechanizmami
odpowiedzi immunologicznej w infekcjach uktadu pokarmowego oraz wskazanie elementow
komérki C. difficile, ktore stanowily w badaniach wilasnych punkt wyjscia do tworzenia
szczepionki. W przygotowaniu szczepionki bazowano na przetrwalnikach (endosporach)
Bacillus subtilis. We Wstepie Autor przedstawia opis tej bakterii, genetyczne podstawy syntezy
endospor oraz ich przydatnos¢ jako systemu prezentowania antygenu. Moja uwaga dotyczy
tytutu dysertacji. Uwazam, ze fakt bazowania w badaniach wiasnych na endosporach B. subtilis
winien mie¢ odzwierciedlenie w tytule. Po drugie, jest generalnie przyjete, iz Wstgp artykutow
naukowych, projektow badawczych, jak i doktoratéow, konczy prezentacja celu(éw) badan. W
recenzowanej pracy Doktorant zamiast celow zaprezentowal Plan pracy. Poszczegblne punkty
planu w istocie odpowiadaja celom pracy. Niemniej, w przysztych pracach naukowych, sugeruje
wyrazne wyréznienie celow badawczych w formie akapitu konczacego Wstep lub nawet jako
samodzielnego rozdziahu.

Plan pracy jest ambitny. Zalozono opracowanie wektorow z determinantami
komponentéw rzesek C. difficile, ulegajacych ekspresji w rekombinowanych szczepach B.
subtilis, co skutkuje wytwarzaniem endospor z oslonami pofaczonymi z biatkiem FliD o
wlasciwosciach antygenowych. Plan zostal zrealizowany dzigki zastosowaniu réznorodnych,
czgsto wysoce zaawansowanych, metod biologii molekularnej oraz przeprowadzeniu prob
biologicznych w modelu zwierzecym. Schemat przeprowadzonych eksperymentow jest logiczny

i spojny, a metody badawcze zostaly dobrane prawidiowo.

Analiza osiggnietych wynikow

W pierwszym etapie dokonano konstrukcji wektorow ekspresyjnych z determinantami
FliD C. difficile oraz oston endospor B. subtilis w celu syntezy tych biatek w E. coli. Nastepnie
stworzono wektory integracyjne do produkcji biatek fuzyjnych FliD z poszczegolnymi biatkami

otoczki endospor B. subtilis. Cze$¢ wektorow integracyjnych zwierala tez determinanty



wybranych interleukin. Nalezy podkresli¢, iz konstrukty genowe zostaty wykonane z ,,duza
finezja”, wiasciwe dobrano wektory, potwierdzono obecnos¢ wklonowanych genow w
konstrukcie i uzyskano wysoka nadekspresj¢ genow. Jeszcze wigkszym sukcesem bylo
wlaczenie zintegrowanych genéw kodujacych bialka ostonki endospory oraz rzeski C. difficile
do chromosomu szczepu B. subtilis 168. Obecnos¢ gendéw fuzyjnych w transformantach
potwierdzono w reakcji PCR, a zdolnos¢ do syntezy biatka FliD podczas wegetatywnego
wzrostu oraz obecno$é tego biatka na przetrwalnikach wykazano za pomocg Western blotting.
Jestem pelna uznania za umiejgtnosci manipulacji genetycznych i uzyskiwania konstruktow
genetycznych oraz transformantéw o pozadanych wlasciwosciach. Niemniej chciatabym zapytac¢
o wydajno$é produkcji biatek fuzyjnych. W rozdziale 6.6 Doktorant podaje procent biatek
fuzyjnych syntetyzowanych przez transformanty cot-fliD w stosunku do catkowitej ilo$¢ biatek
oston endospor. Ilos¢ biatek fuzyjnych roznita si¢ nawet trzykrotnie, np. CotG-FIiD versus CotB-
FliD. Czy w szczepach dzikich B. subtilis jest tez tak duza réznica w syntezie poszczegdlnych
biatek oston przetrwalnikow?

W kolejnych analizach Doktorant potwierdzil wystgpowanie biatka FliD na powierzchni
endospor, stwierdzajac rézne natezenie fluorescencji dla poszczegdlnych  biatek
fuzyjnych. Bazujagc na badaniach ilosciowych mozna byloby oczekiwac, iz najsilniejsza
fluorescencja bedzie notowana dla transformantow BANO3, syntetyzujacych biatko fuzyjne
CotG-FliD. Tymczasem to transformanty BANO5 (CotB-linker-FlidD) charakteryzowaty sie¢
najwyzsza fluorescencja. Autor ten wynik thumaczy w Dyskusji r6zna reaktywnoscig biatek
fuzyjnych z przeciwciatami. Czy rzeczywiscie jest to jedyne wyjasnienie? W mojej ocenie nie
bez znaczenia najwyzsza fluorescencje stwierdzono dla endospor prezentujacych CotB z C-
terminalnym motywem GGGEAAAKGGG o wlasciwosciach stabilizujacych biatka fuzyjne.
By¢ moze inne bialka fuzyjne pozbawione motywu stabilizujacego, ulegaja szybkiej degradacji
lub dochodzi do blokady epitopu.

Gléwna idea doktoratu bylo opracowanie szczepionki przeciwko rzekomobtoniastemu
zapaleniu jelita grubego powodowanego przez C. difficile. Z tego wzgledu réwnoczesnie z
tworzeniem konstruktow genetycznych, testowano odpowiedz immunologiczng przeciwko
bialku FliD u zwierzat laboratoryjnych. Ten etap badan wykonano z duzg skrupulatnoscia,
prowadzac immunizacj¢ myszy w réznych wariantach i szacujgc syntezeg réznych wskaznikow
odpowiedzi immunologicznej. Wszystkie wyniki analizowano statystycznie w odniesieniu do
hodowli kontrolnych. Poczatkowo oszacowano poziom cytokin u immunizowanych myszy i
stwierdzono podwyzszona syntez¢ interferonu gamma w przypadku immunizacji zwierzat

doustnie i donosowo transformantami BANO5 (CotB-linkier-FliD), BANO06 (CgeA-FliD),
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BANO3 (CotG-FliD) i BANO7 (CotG-FliD-IL-1B). Wykazano tez podniesienie poziomu
interleukiny 6, 10 i 17A. Nastepnie szacowano poziom przeciwcial, stwierdzajac jedynie
podwyzszony poziom IgG w przypadku immunizacji endosporami  prezentujacymi
nierekombinowane biatka FliD zaadsorbowane na powierzchni endospor. Pomimo braku
odpowiedzi immunologicznej dla wszystkich testowanych parametrow, uwazam, ze Doktorant
otrzymal interesujace wyniki, ktore pozwolity na wyciagnigcie wniosku, iz w przypadku
szczepionek rekombinowanych FliD w organizmie dochodzi do odpowiedzi komérkowej a nie
humoralne;j.

Wryniki zostaty krytycznie przedyskutowane w Dyskusji W oparciu o bogate
pi$miennictwo. Ze znajomoscig rzeczy uzasadniono wybor bialka FliD jako antygenu, co bylo
oryginalnym pomystem Doktoranta. Nalezy podkresli¢, iz zastosowanie biatka FliD jako
antygenu w szczepionkach przeciwko C. difficile, niosto za sobg ryzyko pewnych niepowodzen.
Rzeczywiscie Autor nie wykazat indukcji silnej odpowiedzi immunologicznej w odniesieniu do
wszystkich testowanych parametrow. Niemniej przeprowadzone badania nalezy uzna¢ za wazne
i przyblizajace do opracowania szczepionki przeciwko rzekomobloniastemu zapaleniu jelit
wywolywanemu przez C. difficile. Niewatpliwie z punktu widzenia nabytych umiejetnosci

badawczych, wszystkie eksperymenty przeprowadzone przez Doktoranta sg bardzo cenne.

Ocena prezentacji rozprawy

Uklad rozprawy doktorskiej jest generalnie zgodny z zasadami przyjetymi dla prac
naukowych. Pewnym odstepstwem jest wczesniej wspomniane w niniejsze; recenzji zastapienie
celéow badan planem pracy. Dodatkowo nie wyodrgbniono wnioskow, niemniej mozna je
wyczytaé w treSci rozdzialow Wpyniki i Dyskusja. Zazwyczaj W rozprawach doktorskich
umieszcza sie spis rycin, tabel oraz wykaz stosowanych skrotow, co ulatwia czytajacemu
orientowanie sie w tresci dysertacji. W recenzowanej pracy zrezygnowano z tych podrozdziatow.
Poza powyzszymi uwagami, nalezy podkresli¢, iz praca zostala przygotowana starannie pod
wzgledem edytorskim. Wstgp dysertacji zaopatrzono w czytelne ryciny. Pomimo, Ze w tresci
Wstepu nie znajduje odno$nikéw do rycin, to utatwiajg one zrozumienie prezentowanych tresci.
Odczynniki chemiczne, zestawy komercyjne oraz materiaty uzyte do badan, zostaly opisane ze
szczegbtami. Jednakze zwracam uwagge Autorowi, iz obecnie odczynniki Fermentas sg
firmowane przez Thermo Scientific (m.in. strony 39 i 50). Otrzymane rezultaty zostaly
przedstawione w sposob klarowny i czytelny, a na szczegdlng uwagg zastuguje bardzo staranne
przygotowanie rycin przedstawiajacych uzyskane konstrukty genowe. Dysertacja jest dobrze

przygotowana pod wzglgdem estetycznym i jest napisana poprawnym jezykiem.
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Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr. Alessandro Negriego wyréznia si¢ wartoscig naukowa podjete]
tematyki, dobrze zaplanowanymi i realizowanymi badaniami oraz interesujagcymi wynikami.
Recenzowana rozprawa odpowiada spelnia wymagania Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o
stopniach i tytule naukowym, stawiane kandydatom ubiegajacym si¢ o stopiefi naukowy doktora
nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia. Z tego wzgledu wnosz¢ do Rady
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, o dopuszczenie mgr. Alessandro Negriego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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