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Ocena pracy doktorskiej mgr Marcina Grzybowskiego, zatytulowanej
»Rekombinowane bialka ROP5 i ROP18 Toxoplasma gondii jako antygeny
diagnostyczne i szczepionkowe”

Oceniana praca doktorska zostala wykonana w Zakltadzie Immunoparazytologii Wydzialu
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu f.odzkiego pod kierunkiem prof. dr hab.
Henryki Dhlugonskiej i opieka promotora pomocniczego dr hab. Bozeny Dziadek. Praca
zostala przygotowana w ramach Stacjonarnych Studiow Doktoranckich Mikrobiologii,
Biotechnologii i Biologii Eksperymentalnej.

1. Obszar badan

Zarazenie Toxoplasma gondii jest niebezpieczne dla zdrowia i zycia zwierzat oraz cztowieka
Jest wysoce patogenne dla ptodow, a posta¢ utajona ujawnia si¢ u dzieci w réznym wieku. Do
niedawna wigkszos¢ badan nad toksoplazmoza dotyczyta epidemiologii. Rozprzestrzenienie
pasozyta wynika z bardzo szerokiego kregu zywicieli. Z tego powodu Zrodio zarazenia jest
trudne do ustalenia. Zarazenie T. gondii u 0sob ze sprawnym ukladem odporno$ciowym
wzbudza silng odpowiedz immunologiczng, a parazytemia ulega zahamowaniu. Jednak
pierwotniaki nie sg catkowicie eliminowane i mogg utrzymywac si¢ w zywicielu przez cate
jego zycie. W szczegdlnych okolicznosciach i niestety coraz czgsciej notowanych
przypadkach spadku odpornos$ci zywicieli, moze nastepowac reaktywacja utajonego
zarazenia. Wewnatrzkomorkowa lokalizacja pasozyta czyni chorobe trudng do opanowania, a
leki ze wzgledu na wysoka toksycznos$¢ nie spetniajg kryteriow bezpiecznych terapeutykow
Obecnie badania toksoplazmozy prowadzone w wielu osrodkach na $wiecie zmierzaja do
rozpoznania czynnikow wirulencji pasozyta, Co pozwala lepiej zrozumie¢ specyficznos¢
wzajemnych oddziatywan pasozyta i Zywiciela. Poszukiwania czynnikow wirulencji sktonity
parazytologdéw do badania genomu i proteomu. Dzigki tym badaniom mozliwe jest
rozpoznanie antygenow, ktore moga by¢ wytypowane do zastosowania w szczepionkach,
natomiast biatka immunogenne sg niezbedne do opracowania swoistych testow
diagnostycznych. Tematyka badan prowadzonych w Zaktadzie Immunoparazytologii pod
kierunkiem prof. dr hab. Henryki Diugonskiej ostatnio koncentruje si¢ na identyfikowaniu
biatek pasozyta, w celu opracowania szczepionki nowej generacji. Nowa propozycja w
schemacie dotychczasowych badan jest proba wskazania biatek wirulentnych wlasciwych dla
ostrej oraz dla chronicznej fazy zarazenia w jej wczesnym okresie, scharakteryzowanie
ktorych mogloby by¢ kluczowe dla zdiagnozowania przebiegu choroby i podjgcia leczenia.



W przedstawionej pracy zastosowanie warsztatu molekularnego, immunologicznego
oraz bioinformatycznego wskazuje na przygotowania doktoranta do prowadzenia badan
parazytologicznych na bardzo wysokim poziomie. Wybér tematu pracy uwazam za
wysoce uzasadniony o waznym znaczeniu aplikacyjnym.

2. Przedmiot badan

Przedstawiona rozprawa doktorska przedstawia badania nad konstrukcja szczepionki nowej
generacji przeciw T.gondii. Wybrano dwa bialka tego pasozyta, ktore wyprodukowano
metodami biotechnologicznymi w komoérkach rekombinowanych bakterii E. coli. Sa to biatka
sekrecyjne organelli cytoplazmatycznych aparatu apikalnego - roptrii, biorgce udziat podczas
whnikania T. gondii do komorek zywiciela. Formy rekombinowane biatek ROP5 i RPO18
oceniono pod wzgledem ich przydatnosci do immunodiagnostyki oraz wprowadzenia ich do
wielosktadnikowej szczepionki przeciw toksoplazmozie. Wybrane biatka oceniono pod
wzgledem zachowania wlasciwos$ci antygenowych, przydatnych do diagnozowania zarazenia
T. gondii u cztowieka. Whasciwosci immunogenne tych biatek badano takze u myszy
laboratoryjnej w celu okreslenia poziomu odpowiedzi immunologicznej, komorkowej i
humoralnej. Wykorzystujac rdzne szczepy pasozyta i myszy, badania prowadzono w okresie
ostrej oraz przewlektej toksoplazmozy. Zatem w badaniach uwzgledniono zaréwno materiat
ludzki jak i eksperymentalny uktad modelowy, co umozliwito obszerna ocen¢ wlasciwosci
otrzymanych biatek. Jest to istotne, gdyz ostatnie badania (Niedelman et al. 2012, PLOS
Pathogens €1002784) wskazuja na odmienne sygnatly pasozyta wzbudzajgce mechanizmy
unikania odpowiedzi immunologicznej przez pierwotniaka u cztowieka i u myszy.

Tak ustawione badania Swiadcza o zrozumieniu przez doktoranta biologicznej funkcji
antygenow pierwotniaka i uwarunkowan zréznicowania wrazliwosci zywicieli na
zarazenie réznymi szczepami pasozyta.

3. Ocena formalnej strony pracy

Pod wzgledem formalnym uklad i tresci rozprawy sgq jest poprawnie zaplanowane.
Recenzowana rozprawa liczy 107 stron z typowym dla tego typu opracowan podziatem na
wstep, opis celu pracy, opis materiatow, metod, wynikow badan i ich dyskusje¢. Prace
rozpoczyna spis tresci, wykaz zrodet finansowania, wykaz skrotow, a konczy streszczenie w
jezyku polskim i angielskim oraz liczaca 169 pozycji bibliografia. W tekscie zamieszczone
jest 25 rycin i 20 tabel.

W liczacym 18 stron i sktadajacym si¢ z pigciu rozdzialow wstepie doktorant przedstawia
kluczowa wiedze dotyczaca biologii pasozyta, odpowiedzi immunologicznej w zarazeniu T.
gondii w tym odpowiedzi Thl zaleznej, cytokin regulatorowych oraz odpowiedzi humoralnej,
wirulencji ROPS5 i ROP18, wskaznikow immunologicznych i pasozytniczych w tym biatek
rekombinowanych przydatnych do diagnostyki toksoplazmozy oraz obecnych badan nad
opracowaniem szczepionki przeciw pierwotniakowi.

Jasno i precyzyjnie przedstawiony jest cel pracy, ktory zaktada probe oceny przydatnosci
otrzymanych biatek rekombinowanych ROP5 i ROP18 do wykorzystania w diagnostyce a
takze w profilaktyce toksoplazmozy z propozycja dotaczenia ich do poliwalentnej
szczepionki. Analiza szczegdtowych celow przedstawionych przez doktoranta §wiadczy o
wszechstronnym 1 przemyslanym podejsciu do badanego problemu. Szkoda jednak ze
zabraklo postawionej hipotezy badan, ktorej weryfikacja nadataby biologiczny, a nie tylko
aplikacyjny charakter otrzymanym wynikom. Mozliwe przeciez byto potaczenie oceny
aktywacji immunologicznej z poziomem zaindukowanej lub nie, reakcji obronnej po
immunizacji biatkami rekombinowanymi.



Realizujac cele: w procesie biosyntezy w komoérkach E.coli otrzymano rekombinowane
biatka T.gondii ROP5 i ROP18; oceniono wlasciwosci antygenowe tych biatek i ich
przydatnos¢ do wykrywania zarazenia T. gondii u cztowieka w swoistym wigzaniu z
przeciwciatami klasy IgM i IgG surowicy pacjentow; oceniono potencjat rekombinowanych
ROP5 i ROP18 do generowania antygenowo swoistej komorkowej
i humoralnej odpowiedzi odpornosciowej przeciw T. gondii u myszy; analizowano
efektywnos$¢ doswiadczalnych szczepionek zawierajacych rekombinowane ROP5 i ROP18.
Lektura opisu wynikow pozwala na stwierdzenie, ze zamierzone przez Doktoranta cele
badawcze zostaly osiagniete. Otrzymano cztery rekombinowane formy bialek ROP5, ROP5-
C, ROP18, ROP8-C T. gondii w prokariotycznym systemie ekspresji. Bialka te byty
rozpoznawane przez przeciwciala swoiste wobec natywnych antygenow T. gondii. Reagowaty
zarowno Z przeciwciatami surowicy pacjentow chorujgcych na toksoplazmoze ostrg i
przewlekta. Biatko ROP18 zostalo wskazane jako wigzace si¢ z IgM, czyli przydatne do
diagnozowania ostrej toksoplazmozy. Oceniono takze immunogenno$¢ i skuteczno$¢ obronng
szczepionki doswiadczalnej z ROP5 i ROP18, osobno i tacznie. Immunogennos¢ tych biatek
miata by¢ znaczgco wzmocniona po podaniu z adiuwantem poli(I:C). Badania te byty
oryginalne i wykonano je na szczepach myszy wykazujacych odmienng wrazliwo$¢ na
zarazenie. Immunizacja biatkami rekombinowanymi wprawdzie nie doprowadzita do
wywotania petnej odpornosci na zarazenie zardwno w fazie ostrej jak i przewlektej, ale ze
wzgledu na potencje wzbudzania odpowiedzi immunologicznej oba biatka zdaniem
doktoranta moga by¢ uwzglednione przy opracowaniu wielosktadnikowej szczepionki
przeciw toksoplazmozie. Coraz cze¢$ciej podkresla si¢, ze wzbudzenie efektywnej odpornosci
jest bardziej prawdopodobne poprzez szczepionki poliwalentne, pomimo ze w przypadku
szczepionek monowalentnych poczatkowo odpowiedz pierwotna jest silniej zaznaczona.

Dyskusja liczaca 13 stron maszynopisu jest bardzo krytyczna w ocenie uzyskanych
wynikow. W kolejnych czesciach dyskutowane sg odrgbne watki. W czesci pos§wigcone;j
klonowaniu i ekspresji genéw rop5 i rop18 T.gondii, omawiana jest wydajnos¢ biosyntezy
biatek. W czgsci ,, Wlasciwos$ci antygenowe 1 immunoreaktywnos$¢” zwrdcono uwage na
réznice W odpowiedzi przeciwcial IgM 1 IgG wobec réznych biatek u pacjentow oraz na
modelu mysim. W fazie ostrej i chronicznej zarazenia omdwiono warto$¢ diagnostyczng
uzyskanych biatek rekombinowanych zwracajac uwage na mozliwosé reakcji krzyzowych
rzutujacych na swoisto$¢ i czuto$¢ odczytow. Najobszerniej oméwiono immunogenno$é
otrzymanych biatek. W rozdziale tym przedyskutowano przydatno$¢ rekombinowanych
ROPS 1 ROP18 w konstruowaniu szczepionki, po uwzglednieniu ich wlasciwosci okreslonych
w przeprowadzonych badaniach. Wskazano takze nieznaczng przydatnos¢ adiuwantu poli
(I:C) do wzmocnienia immunogennosci bialek w badanym modelu mysim i1 zwrdcono uwage
na potrzebe poszukiwania bardziej wydajnych immunostymulatoréw. Omowiono znaczenie
IFN-y i IL-10, ale zawezajac ten watek do odpowiedzi Th1/Th2 i cytotoksycznej, ktore
miatyby wyznacza¢ poziom odpornosci. Konczac dyskusje doktorant omawia aktywnos$¢
ochronng bialek uzyskang po immunizacji myszy i podkresla umiarkowang przydatnos¢
rekombinowanych antygenéw ROPS5 i ROP18 do celow diagnostycznych i
immunoprofilaktycznych.

Dyskusja $wiadczy 0 dobrej znajomosci literatury przedmiotu, ale jest bardzo oszczedna. W
opinii recenzenta znaczenie odpowiedzi regulatorowej mogtoby by¢ lepiej podkreslone, gdyz
wyniki poziomu badanych cytokin i ekspresji receptorow moga na nig wskazywac.

Walorem pracy jest syntetyczny opis wszystkich jej czeSci, ktory byt mozliwy po
umieszczeniu wielu danych w tabelach. To sprawia, ze pracg czyta si¢ tatwo mimo, ze
zgromadzono duzo informacji zrodtowych. Szczeg6lnie przejrzyscie sg przedstawione
materiaty oraz metody i wyniki. Na wyroznienie zastuguje bardzo elegancka szata
graficzna pracy.



4. Uwagi krytyczne

W badaniach odpowiedzi komdrkowej w uktadzie kontrolnym zastosowano konkanawaling a
aktywacja komorek przez t¢ lektyne zachodzi poprzez Scisle okreslone reszty cukrowe.
Ponadto aktywacji podlegaja rdzne populacje limfocytéw, w tym supresorowe. Poniewaz
oceniano immunogennos$¢ biatek okreslajac aktywacje limfocytow T CD4+ 1 CD8+, uzycie
przeciwcial przeciw receptorowi limfocytow T — TCR oraz czgsteczkom kostymulujagcym
bytoby bardziej odpowiednie. Nie wiemy takze czy stezenie antygenéw rekombinowanych
bylo wymiareczkowane, i czy antygeny byty uzyte w najbardziej optymalnych st¢zeniach
stymulujgcych wydzielanie cytokin i proliferacje splenocytow. Nadmiar antygenu zwykle
wzbudza stan anergii komorek, co moze by¢ wyrazone w stabej proliferacji komorek i niskiej
ekspresji receptorow czy produkcji cytokin lub obnizonym poziomie przeciwcial.

Doprecyzowania wymaga informacja czy tachyzoity izolowano z mézgowia czy z mozgu,
W sklad mozgowia, ktore jest czescig osrodkowego uktadu nerwowego znajdujacego si¢ w
czaszce wchodzi mézg, moézdzek i1 rdzen przedtuzony. Czy zatem pierwotniaki izolowano z
wszystkich tych czesci.

W rozdziale analiza statystyczna nie podano jak liczne byly grupy zwierzat lub w ilu
powtdrzeniach wykonano testy, chociaz liczba myszy dla réznych szczepow jest podana w
kilku miejscach pracy.

Wiele schematow i diagraméw nie ma odno$nikow do prac zrodtowych. We wstepie
Doktorant przedstawia diagramy, do ktorych nie ma odwotania w tekscie (rycina 1.2; rycina
1.3; rycina 1.4; rycina 3.1), zatem sens tej numeracji traci znaczenie. Numeracja 4 rycin na
stronach 69-74 jest zdublowana.

Na stronie 68 rozdziat 5.7.1., dyskusyjny jest opis dla IL-10. IL-10 nie jest cytoking
specyficzna wytacznie dla odpowiedzi Th2 zaleznej. Jej pojawienie si¢ nalezy raczej kojarzy¢
z odpowiedzia regulatorowg, poczawszy juz od niepetnej aktywacji komoérek dendrytycznych.
Ponadto, stwierdzam niepetng dyskusj¢ poziomu cytokin tym bardziej, ze wyniki poziomu
IFN-y i IL-10 oznaczajg stabg aktywacj¢ splenocytow u myszy BALB/c, a wigc szczepu
opornego na zarazeni tym pierwotniakiem. Oméwienia wymaga takze synergistyczny wptyw
obu biatek na poziom IL-10 u myszy wrazliwych CH3/HeOul.

Nie wyjasniono dlaczego poziom odpowiedzi humoralnej jest przedstawiony w formie
wspolczynnika [gG1/1gG2 1 nie podano interpretacji tych wynikow.

Interpretacja ekspresji powierzchniowych receptorow CD69 wymaga petniejszej dyskusji.
Receptor CD69 nalezacy do rodziny receptorow lektynowych typu C, dziata jak czasteczka
stymulujaca limfocyty T i ich proliferacje. Czasteczka ta takze wystepuje na innych klasach
komorek 1 jest uwazana za czynnik pojawiajacy si¢ podczas aktywacji i réznicowania
réznorodnych komoérek hematopoetycznych, takze na limfocytach regulatorowych. Zatem w
puli limfocytow rozpoznanych na nadstawie receptorow CD69 CD4+ mogty si¢ znalez¢ takze
populacje innych komorek. Jesli zamierzamy oznaczy¢ typ zachodzacej aktywacji
immunologicznej to wymagane jest dalsze roznicowanie receptorowe komorek. Wydaje sig,
ze ten watek badan moze by¢ dalej badany pod katem wiasciwosci immunogennych
antygenow.

Doktorant nie uniknal niezrecznosci stylistycznych oraz uzywania sformutowan
hermetycznych, zargonowych jak np. odpowiedz limfoproliferacyjna splenocytow. Prosze o
uzasadnienie uzywania terminu biatka ,,rekombinantowe”, zamiast ,,rekombinowane”.

Na stronie 27 zamiast ,,propagowanych” proponuj¢ ,,namnazanych”; i dalej zamiast
suplementowano — uzupetniono; aeracje — napowietrzenie; niepotrzebny jest termin ,,komoérki
toksoplazm:” gdyz w tym przypadku mamy do czynienia z jednokomérkowym organizmem
wigc naturalne bedzie uzycie terminu formy rozwojowej - trofozoit; na stronie 40 niescistos$é
opisu dotyczy wirowanego materiatu; wirowano zawiesiny komorek, zatem w czasie



wirowania nie tkanki, a komorki mézgowia lokalizuja si¢ w interfazie gradientu. Niezrecznie
brzmi zdanie ,,szczep T. gondii pasazowano in vivo przy uzyciu myszy” Poprawnie brzmi
zapis: pasaz byl prowadzony na myszach szczepu...

Tres¢ akapitu drugiego na stronie 86 jest powtdrzona i znajduje si¢ po raz pierwszy a stronie
83.

Mam tez uwage dotyczacag kategorii szczepéw myszy; poniewaz stopien wrazliwosci na
zarazenie wynika z genotypu zywiciela i wielogenowej regulacji z tego powodu zamiast
stopniowania ,,wrazliwo$¢” niska, $rednia i wysoka, szczepy okresla si¢ jako oporne, odporne,
I wrazliwe (Lee i Kasper, Parasite. 2004 Mar;11(1):89-97. Immune responses of different
mouse strains after challenge with equivalent lethal doses of Toxoplasma gondii).

Obowigzkiem recenzenta jest przedstawienie krytycznych uwag dotyczacych pracy, ale nie
wplywaja one na ocen¢ merytorycznej wartosci przedstawionej rozprawy, i stanowia jedynie
watki ktore moglyby przyczyni¢ si¢ do rozszerzenia dyskusji, ale wowczas powodujac
zapewne odstapienie od jej gtownej kanwy.

W podsumowaniu, stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska spetnia wymagania
stawiane tego typu opracowaniom. W zwigzku z tym wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr Marcina
Grzybowskiego przez Wysoka Rade Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, biorge pod uwage moja wysoka ocene merytoryczng pracy, jej nowoczesny
charakter jak i fakt, ze wyniki pracy zostaty opublikowane w Experimental Parasitology
wnioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie ocenianej dysertacji.
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