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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Alessandro Negri
pt. ,, Spore based vaccine against pseudomembranous colitis”
(Szczepionka przeciwko rzekomobloniastemu zapaleniu jelita grubego
bazujaca na przetrwalnikach)

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Alessandro Negri pt. ,,Spore based
vaccine against pseudomembranous colitis” dotyczy niezwykle waznego i aktualnego tematu,
jakim jest szczepionka przeciwko rzekomobtoniastemu zapaleniu jelita grubego. Praca powstala w
Zakladzie Bakteriologii Molekularnej, Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii, Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, pod kierunkiem Profesora dr hab. Michata

Obuchowskiego - promotora i dr hab. Krzysztofa Hinca - promotora pomocniczego.

C. difficile jest wspolczesnie najczestsza przyczyna ognisk epidemicznych w zakladach opieki
zdrowotnej. Zakazenie C. difficile (C. difficile infection -- CDI) moze powodowa¢ powazne komplikacje
jak: ciezka biegunka, zapalenie jelita grubego, a w najgorszym przypadku zespét toksycznej okreznicy
(toxic megacolon). Zakazenia te cechujg si¢ nawrotowoscia i stosunkowo wysoka $miertelnoscia.
Pomimo dostepnosci standardowych kuracji antybiotykowych, dane z wielu krajowych programéw
nadzoru  wskazuja, ze  czestos¢  wystgpowania  CDI  stale  wzrasta.  Stanowi
to duze obcigzenie dla systeméw opieki zdrowotnej. Testowane sa nowe strategie postgpowania
w przypadku zakazenia C. difficile, ktore moga w przysziosci zastapi¢ lub rozszerzy¢ metody

standardowej antybiotykoterapii.
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Metody zapobiegania zakazeniom CDI, pomimo ogromnego zaangazowania zespolow
epidemiologicznych, sa jednak nieskuteczne ze wzgledu na powszechnos¢ wystepowania C. difficile
w Srodowisku szpitalnym. Szereg elementow sktada si¢ na profilaktyke CDI: wielodyscyplinarna
kontrola zakazen, racjonalna antybiotykoterapia oraz zastosowanie srodkéw wzmagajgcych obrong

immunologiczng pacjenta.

Najlepszym sposobem zapobiegania CDI u 0séb z grup ryzyka, moze by¢ szczepionka przeciw

C. difficile, a ze wzglgdu na charakter infekcji, szczepionka doustna, ktéra chronitaby przed kolonizacja.
Niestety z powodu trudnosci zwigzanych z dostarczeniem antygenu do miejsca docelowego
immunizacji, dotychczas opracowano niewiele tego typu szczepionek. Zadna jednak nie zostala

wprowadzona do uzytku.

Celem przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej Pana mgr Alessandro Negri, jak Doktorant
podaje w streszczeniu pracy, byto skonstruowanie doustnej szczepionki przeciwko rzekomobloniastemu
zapaleniu okreznicy wywotanemu przez C. difficile, z wykorzystaniem spor Bacillus subtilis (B.

subtilis), eksponujacych na swojej powierzchni antygen FliD (cap protein) C. difficile.

Doktorant skonstruowat rézne warianty genetyczne Bacillus subtilis oraz przeprowadzit badanie
oceniajace skutecznos¢ szczepionki na modelu zwierzgcym.
Badania te uzyskaly wsparcie finansowe w ramach badania LIDER (LIDER/14/21/L 2/10/ NCBIiR/

2011) Narodowego Centrum Badan i Rozwoju.

Rozprawa doktorska Pana mgr Alessandro Negri, zostala napisana w jezyku angielskim i obejmuje 107
stron tekstu komputerowego, w tym 28 rycin i 8 tabel. Praca w swojej konstrukcji przypomina typowa
dysertacje, chociaz przy blizszym zapoznaniu si¢ z trescia, nie zawiera wszystkich, typowych
elementow skladowych (ponizej).

Rozprawa sklada si¢ z nastepujacych rozdziatow: Wstegp (Introduction) z przeglgdem literatury,
Plan pracy (Work plan), Materialy, Metody, Wyniki i Dyskusja. Praca ponadto zawiera Streszczenie
w jezyku polskim i angielskim. Prace poprzedza Spis tresci, natomiast brak jest wykazu skréotéw, tabel
i rycin, czesci typowych dla takiej formy pracy doktorskiej. Calos¢ zakonczona jest Spisem
pismiennictwa w liczbie 192 pozycji literaturowych. Cel pracy nie zostal zwyczajowo wyodrebniony
i zastgpuje go ,, Work plan”.

Wstep rozprawy doktorskiej (Introduction), ktory obejmuje 29 stron, podzielony zostat na trzy
rézne tematycznie podrozdziaty zatytulowane: ,,Clostridium difficile”, ,,Vaccination” i ,,Bacillus

subtilis”, logicznie taczace si¢ jednak w spdjna catos¢, ze wzgledu na tematyke podjetych badan.
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W oparciu o generalnie wlasciwag literaturg, cytowang we Wstepie, Doktorant przedstawit rys
historyczny odkrycia C. difficile, patogeneze¢ zakazenia C. difficile, proces kolonizacji i role flagelli
w tym procesie. W kolejnym podrozdziale Pan Alessandro Negri opisat raczej toksyny C. difficile niz
proces wytwarzania toksyn (jak wynikatoby to z tytulu podrozdziatu). W kolejnym podrozdziale
przedstawit zarys epidemiologii CDI, podajac wskazniki zapadalnosci na CDI w Europie, a takze liczbe
przypadkow w Stanach Zjednoczonych. Doktorant uzasadnia wzrost przypadkow CDI, powolujac sie
migdzy innymi, na prace dotyczace pojawienia si¢ szczepdéw hiperepidemicznych C. difficile
(NAP1/Bl/027), ktére dominujag w Ameryce Péinocnej. Natomiast nie moge zgodzi¢ sie z Doktorantem,
ze w Europie dominuje PCR-rybotyp 001 (strona 9). Obecne dane, pochodzace z przegladow
europejskich wskazuja, ze najczgsciej wystepujacym PCR-rybotypem w krajach europejskich (Niemcy,
Wegry, Rumunia, Czechy a takze Polska i inne ) jest PCR-rybotyp 027 (Davies i wsp. 2014, Pituch i
wsp. 2015, van Dorp, 2016). PCR-rybotyp 027 praktycznie nie wystepuje tylko w krajach
skandynawskich. Natomiast we Wloszech wystepuje najczesciej PCR-rybotyp 018 (Spigaglia i wsp.
2010, Wasels i wsp. 2016).

W kolejnych podrozdziatach Doktorant przedstawit aspekt kliniczny zakazenia C. difficile, w tym
postaci kliniczne, czynniki ryzyka rozwoju CDI, a takze aspekt diagnostyczny oraz metody stosowane
w terapii CDI. Na koniec opisal odpowiedz immunologiczng na zakazenie C. difficile oraz modele
stosowane w badaniach CDI.

% podrozdziale »Vaccination” Doktorant opisat pierwsze szczepionki
i ich zastosowanie. W podrozdziale przedstawione zostaly technologie stosowane w opracowaniu
szczepionek, sposoby produkcji antygendw jak tez metody szczepienia. W dalszej czesci ,, Wstepu”
Doktorant opisat komponenty systemu odpornosciowego przewodu pokarmowego.

Pan mgr Alessandro Negri przedstawit rowniez stan wiedzy na temat szczepionki przeciw CDI.
Doktorant opisuje biwalentng szczepionke ACAM-DIFF (Sanofi-Pasteur) oraz szczepionke 1C84
(Valneva, Austria). Warto natomiast uzupehié¢ ten wykaz o szczepionke PF-06425090 (Pfizer) (Pfizer
website. PF-06425090 vaccine product. http:/pfizer.com). W kontekscie badan klinicznych IlI fazy nad
szczepionka ACAM-DIFF, Doktorant powotuje si¢ na pracg Mizrahi i wsp. z 2014. 11l faza badan
klinicznych szczepionki ACAM-DIFF, pod nazwag CDIFFENSE, rozpoczeta si¢ w 2015 roku, rekrutujac
osoby doroste w wieku 50-85 lat z grup ryzyka, docelowo z 200 osrodkow, w 20 krajach (cyt. Clinical
trials website. http:/ clinicaltrials.gov.).

W kolejnym podrozdziale Doktorant scharakteryzowat tlenowa laseczke Bacillus subtilis.
Szczegotowy opis drobnoustroju jak cykl zyciowy, whasciwosci spor i ich struktura, jest uzasadniony ze

wzgledu na wybor przez Doktoranta tego drobnoustroju jako nosnika antygenu C. difficile.



WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW

Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej

Dodatkowe uwagi:

Komentujac tresci zawarte we ,,Wstepie” nalezy zwrdci¢ uwage na pewne niescistosci:

1.) str. 9: w podrozdziale ,,Dane epidemiologiczne”: Doktorant cytuje Swietng, ale mniej aktualng
publikacje¢ Bauer i wsp. z 2011 roku, oparta na wynikach przegladu europejskiego CDI z 2008 roku,
natomiast nie uwzglednia najnowszej pracy Davies K. i wsp. ,,Underdiagnosis of Clostridium difficile
across Europe: the European, multicentre, prospective, biannual, point-prevalence study of Clostridium
difficile infection in hospitalised patients with diarrhoea (EUCLID”). Lancet Infect Dis.
2014;14(12):1208-19.

2.) str. 12: Doktorant pisze, ze nie ma testow uznawanych jako ,,zloty standar

»

w diagnostyce
laboratoryjnej CDI.W moim przekonaniu nadal hodowla toksynotwoérczego szczepu ,,toxigenic culture”
i test cytotoksycznosci stanowia ,,ztoty standard” i wobec tych testow ustala si¢ standardy.

3.) str. 14: kwestia dotyczaca terapii przeciw CDI: zgodnie z najnowszymi rekomendacjami ESCMID
(Debast i wsp. 2014) leki wymienione przez Doktoranta jak nitazoxanid, rifaximina, bacytracyna, kwas

fusydowy czy teikoplanina nie sa rekomendowane do leczenia pacjentéw z nawrotami.
Prezentowany projekt, zgodnie z tym co podaje Doktorant, sktadat si¢ z nastepujacych 4 etapow (celow):

1. utworzenie  systemu  wektorow do  prezentacji biatkka FliD C.  difficile
na powierzchni spor B. subtilis w wyniku fuzji z biatkami plaszcza,

2. utworzenie systemu wektoréw do produkcji biatka FliD C. difficile podczas fazy wegetatywnej
wzrostu B.subtilis,

3. utworzenie rekombinantow szczepoéw B. subtilis wytwarzajacych biatko FliD C. difficile
uzyskanych w wyniku fuzji,

4. immunizacja zwierzat laboratoryjnych za pomoca biatka F1iD obecnego na powierzchni spor

B. subtilis i zbadanie profilu odpowiedzi immunologiczne;j.

Doktorant w swojej pracy doktorskiej wlasciwie realizuje plan projektu, opierajac swdj smiaty zamyst
stworzenia szczepionki doustnej przeciw CDI, na nastepujacych faktach:
1. wysokiej immunogennos$ci antygenu biatka FliD C. difficile i wybraniu go jako antygen
szczepionkowy przeciw rzekomobloniastemu zapaleniu jelit.
2. udokumentowanych badaniach potwierdzajacych, ze przetrwalniki B. subtilis stanowia
doskonale narzedzie do powierzchniowej ekspozycji antygenow
3. wysokiej odpornosci przetrwalnikow na kwas zoladkowy, co chroni eksponowany antygen

przed niekorzystnymi warunkami panujacymi w zotadku.
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W czesci poswigconej materialom stosowanym w pracy laboratoryjnej, Doktorant zamiescil wykaz
plazmidow i szczepow E. coli uzytych jako wektory, a takze podat charakterystyke dzikiego szczepu
B. subtilis (B.subtilis 148) oraz wariantow genetycznych skonstruowanych jako nosniki biatka FliD

C. difficile. Natomiast nie uwzglednit w materiatach szczepu C. difficile (numer szczepu, pochodzenie,
charakterystyka), ktory byt zrodtem genéw kodujacych biatko FliD, o ktorym dowiadujemy si¢ dopiero
w trakcie lektury czgsci ,,Metody™.

W wykazie materiatéw wymienione zostaly dwa wsobne szczepy myszy uzyte do doswiadczen:
BALB/c i C57BL/6L. Kolejno podano enzymy stosowane w do$wiadczeniach, primery wraz z
miejscami restrykcyjnymi. Szczegoétlowo przedstawiono sklad pozywek, buforow, roztwordw i
antybiotyki oraz stosowane przeciwciala. Doktorant uwzglednit ponad to gotowe testy, migdzy innymi
testy do izolacji plazmidow, genomowego DNA i inne. Doktorant w trakcie opisywania wynikow
powoluje si¢ na przyjeta, na potrzeby pracy, numeracj¢ odczynnikow i innych materiatow, co utatwia
sledzenie zastosowania tychze w poszczegdlnych etapach badan.

Podrozdzial dotyczacy stosowanych metod zawiera szczegolowe opisy metod izolacji plazmidow,
izolacji chromosomalnego DNA, amplifikacji DNA, oczyszczanie DNA po cigciu enzymami. W tabeli
Doktorant podaje kolejny opis primeréw stosowanych w reakcji PCR, metodyke klonowania,
transformacji komorek E. coli i B. subtilis, preparatyk¢ oczyszczania spor B. subtilis oraz ekstrakcje
biatek plaszcza spor. Doktorant podaje metodyke uzyskania biatek i ich oczyszczania oraz wykrywania
za pomoca stosownych metod jak: IMAC, SDS-PAGE, Western blot. Kolejno opisuje techniki
immunodetekcji, oceng jakosciowag bialek z zastosowaniem metody dot blot oraz metode

immunofluorescencji.

Szczegdlowy opis materialow i metod sprawia, ze mozna by powtérzyé doswiadczenia Doktoranta. Taki
sposob opisywania materialow i metod jest zgodny z dobrq praktykq pisania publikacji.
Nalezy podkresli¢, ze prezentacja biatka FIliD na powierzchni spor wymagata zastosowania przez Pana

mgr Alessandro Negri wielu narzedzi molekularnych, ktore Doktorant perfekcyjnie opanowat.

W kolejnych podrozdziatach Doktorant opisuje szczegétowo technike immunizacji myszy, sposob
uzyskania surowic oraz pozyskania przeciwcial z GIT, probek kalu zwierzat immunizowanych, a takze
izolacje limfocytow ze S$ledziony myszy. Dalej znajdziemy opis badania poziomu cytokin
w limfocytach izolowanych ze Sledziony myszy za pomocg technik: ELIspot, cytometrii przeptywowe;j
i metody ELISA. Na koniec opisana zostata metodyka badania przeciwciat anty- FliD IgG w surowicy

i anty- FliD IgA w préobkach katu i GIT.
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Uwagi, ktore nasuwaja si¢ w trakcie lektury tej czesci pracy doktorskiej, dotycza strony edytorskie;j tj.

braku tytuléw i numeracji czesci tabel (,,Materiaty” i ,,Metody™).

Wyniki doswiadczen zostaly opisane na 27 stronach i sktadaja si¢ na te cze$¢ wyniki uzyskane w dwéch
zasadniczych etapach:

1. przygotowanie szczepionki w wielu wariantach, opartej na rekombinowanych sporach B. subtilis
niosgcych biatko FliD C. difficile lub FliD i fragment IL-1f i IL-2,

2. ocena odpowiedzi immunologicznej wywotlanej przez spory prezentujace biatko FliD na modelu

zwierzecym.

Wyniki opisano w 8 podrozdzialach zawierajacych: 7.) konstrukcje¢ wektorow stosowanych
do produkcji biatek FliD i CgeA, 2.) wyniki oczyszczenia biatek F1iD i CgeA oraz uzyskanie surowic
anty-F1iD i anty-CgeA, 3.) preparatyka spor B. subtilis prezentujacych na swojej powierzchni antygen
FliD, 4.) wykrywanie biatka FliD produkowanego przez B. subtilis podczas fazy wegetatywnej wzrostu,
5.) wykrywanie fuzji biatkowej z réznymi biatkami ptaszcza spor B. subtilis, 6.) okreslenie wydajnosci
procesu fuzji biatkowej w sporach B. subtilis, 7.) wykrycie fuzji biatkowej na powierzchni spor
B. subtilis za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej, 8.) immunizacja zwierzat laboratoryjnych i ocena

odpowiedzi immunologiczne;j.

W celu uzyskania nadprodukcji biatek FliD C. difficile oraz CgeA B. subtilis Doktorant skonstruowat
dwa ekspresyjne wektory w szczepie E. coli BL21. Zrédlem genu fliD byt szczep o znanym,
zsekwencjonowanym catkowicie genomie tj. szczep referencyjny C. difficile 630, a zrédlem genu cgeA
byl szczep B. subtilis 148. Cala procedura zostala opisana na stronach 61 i 62. Mapy wektorow
ekspresyjnych pKH126 i pAN17 przedstawiono na rycinie 8. W celu uzyskania produkcji biatka FliD
w szczepie B. subtilis (fuzja z biatkiem plaszcza spor B. subtilis lub produkcja biatka FliD podczas fazy
wegetatywnej wzrostu), Doktorant skonstruowat 11 wektoréw. Mapy zintegrowanych wektoréw
Doktorant przedstawit na rycinach 9, 10 i 11. W oparciu o wiedzg dotyczacg budowy i immunogennosci
biatka FIiD C. difficile, wybrano okreslony fragment genu f7iD (86 amino acid residues) (EMBOSS
Antigen Program). Jest to najbardziej immunogenny fragment biatka FliD. Jak wskazuja dane
literaturowe wysoki poziom przeciwcial przeciw biatku FliD koreluje z bezobjawowym nosicielstwem

(Pechine i wsp. 2005). Biatka F1iD i Cge zostaly uzyte jako antygeny do immunizacji myszy.
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W kolejnym etapie Doktorant uzyskal prawidlowo eksponowany fragment biatka C. difficile FliD
na powierzchni spor B. subtilis, jako wynik fuzji biatkowej z biatkami ptaszcza B. subtilis: CotB, CotC,
CotG i CotZ. Doktorant zweryfikowal obecnos¢ bialek fuzyjnych w ptaszczu spor wariantéw BANO1,
BANO2, BANO03, BAN04, BANOS i BANO06 oraz ich lokalizacje, ekstrahujac biatka ptaszcza

i prowadzac analizy z zastosowaniem wlasciwych metod. Stosowny schemat przedstawiajacy warianty
fuzji bialek plaszcza spor B. subtilis z biatkiem FLID C.difficile utatwia czytelnikowi orientacje w tak
skomplikowanej procedurze (rycina 16 b). Obecnosé biatka FliD w plaszczu rekombinowanych spor
(BANO1, BAN02, BANO03, BAN04 i BANOS) potwierdzono stosujac metode immunofluorescencji, ze
znakowanymi przeciwcialami anty-FliD. Najsilniejszy sygnat w mikroskopie fluorescencyjnym
zaobserwowano w przypadku spor BANOS, chociaz odnotowano fluorescencj¢ wszystkich spor. (rycina
17). Tlos¢ rekombinowanego biatka oceniano z zastosowaniem techniki dot-blot.

Dodatkowo Doktorant skonstruowal mutanty B. subtilis, ktére mogly produkowac¢ biatko FliD podczas
fazy wegetatywnej wzrostu, co jest istotne ze wzgledu na mozliwo$¢ kietkowania spor po podaniu
szczepionki dozotagdkowo. Doktorant uwzglednit cykl zyciowy B. subtilis i mozliwos¢ wykorzystania
ekspozycji FliD na dwa sposoby: na powierzchni spor i podczas fazy wegetatywnej wzrostu. Dodatkowo
zostaly spreparowane spory niosagce podwojng fuzje biatkowa ztozong z biatka plaszcza spor, biatka
FliD i fragmentu IL-18 (BAN07, BANO8, BAN09 i BAN10).

Na potrzeby eksperymentu badania immunogennych wilasciwosci skonstruowanej szczepionki,
przeprowadzono pig¢ serii sluzowkowej immunizacji myszy BALB/c rekombinowanymi sporami. Jak
wyjasnia Doktorant, cz¢$¢ przeprowadzonych immunizacji zostala zaprojektowana tak, aby mozna byto
poréwna¢ odpowiedz immunologiczng indukowana przez rekombinowane spory niosace biatko FliD z
lub bez dodatku spor eksponujgcych na powierzchni immunomodulatory (IL-1B i IL-2 (spory BKH121).
Doktorant dodatkowo poddat analizie odpowiedz immunologiczna wywotana przez biatko FliD
produkowane w fazie wegetatywnej wzrostu B. subtilis. Zbadat tez czy wystepuja réznice indukcji
uktadu immunologicznego myszy w zaleznosci od sposobu podania szczepionki: dozotadkowo i
donosowo. Pan mgr Alessandro Negri analizowat ponadto wynik indukcji uktadu immunologicznego
myszy w odpowiedzi na biatko FliD w fuzji biatkowej plaszcza spor (rekombinantow) i
nierekombinowanych spor.

Opis wynikow zazebia si¢ z metodyka, ktéra jest cytowana w trakcie opisu. Na uwage zashuguje

graficzny obraz przedstawienia wynikoéw badan w postaci licznych rycin.
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Dyskusja zostata zawarta na 8 stronach dysertacji. Jak zauwaza Doktorant wigkszo$¢ szczepionek, ktore
wczesniej skonstruowano, opiera si¢ na odzjadliwionych biatkach toksyn A i B. Chociaz nalezy
uzupetnié, Ze inne warianty szczepionki réwniez brane sa pod uwagg, jak chociazby polisacharyd PS-2
C. difficile skoniugowany z toksoidem bloniczym.

Jak zauwaza Doktorant stworzenie szczepionki immunizujgcej dosluzéwkowo byloby optymalnym
rozwigzaniem chronigcym przed kolonizacja C. difficile. Przemawiaja za tym przestanki: udziat biatka
FliD w procesie kolonizacji, wysoka immunogenno$¢ tego biatka potwierdzona w réznych badaniach,
wysoki stopien konserwacji biatka FliD, co jest waznym atutem branym pod uwage w wyborze tego
antygenu przez Doktoranta.

Wybor biatka immunogennego FliD podyktowany zostat rowniez wiedza na temat heterogennosci
populacji szczepow C. difficile, o czym pisze Doktorant w Dyskusji. Obserwuje si¢ duze réznice w
budowie regionu tzw. Pathogenicity Locus (Paloc) kodujacego biatka toksyn A i B,
co w konsekwencji moze prowadzi¢ do réznic w budowie antygenowej toksyn A i B C. difficile
pochodzacych z réznych szczepdw nalezacych do réznych toksynotypow.

Doktorant w pierwszym etapie badan nad szczepionka doustng skonstruowat szes¢ ré6znych wektorow
niosgcych gen fliD. Chimery powstaly na skutek fuzji sekwencji kodujacej wigkszy fragment
immunogenny biatka FliD z sekwencja biatek plaszcza spor. Integracja genéw w komorkach B. subtilis
doprowadzita do uzyskania 6 roznych wariantow szczepoéw B. subtilis: BANO1 (CptB-FliD), BAN02
(CotC-FliD), BANO3 (CotG-FLiD), BAN04 (CotZ-FliD), BANOS (CotB-linker FliD) i BANO06
(Cge-FliD). Szczep BANO5 wykazat bardziej efektywna prezentacj¢ powierzchniowa antygenu FliD
w porownaniu do wszystkich pozostalych wariantdw spor B. subtilis. Jak zauwaza Doktorant
wprowadzenie r6znych dodatkowych sekwencji nie skutkowato niekorzystnymi zmianami,

jak obnizenie procesu sporulacji i germinacji w stosunku do szczepu B. subtilis 148.

Nalezy zauwazyé, ze cze$¢ wynikéw badan nad szczepionka przeciw C. difficile (uzyskanie
rekombinowanych spor BANO1, BAN02, BANO03, BAN04 i BANO05) Doktorant opublikowat w pracy
pt. ,.Expression and display of Clostridium difficile protein FliD on the surface of Bacillus subtilis
spores” autorow Negri A, Potocki W, Iwanicki A, Obuchowski M, Hinc K. J Med Microbiol.
2013;62:1379-85. doi: 10.1099/jmm.0.057372. Doktorant jest pierwszym autorem tej pracy.

W kolejnym etapie spory szczepow BANO02 i BANOS podano dozotadkowo grupie myszy. Wybor
szczepOw zwigzany byl z dobra ekspozycja biatka FLiD (BANOS) na powierzchni spor i najwyzsza
efektywnosciag (BAN02). Obserwacje poczyniono w kierunku INT-y i IL-4. Doktorant zaobserwowat
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znaczacy wzrost INT-y po podaniu myszom spor rekombinowanych BANOS w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, immunizowanej dzikim szczepem. Doktorant nie zaobserwowal podobnego efektu
po podaniu szczepu BANO02. Nie wykryl przeciwciat anty- FliD IgG w surowicy u myszy
immunizowanych po podaniu rekombinantéw, co moze sugerowac aktywacje odpowiedzi komorkowe;j.
Ponadto brak IL-4 wskazuje na odpowiedz komoérkowa. IL-4 odgrywa znaczaca role w odpowiedzi
humoralnej Podobne wyniki uzyskali inni autorzy wskazujac na stymulacje¢ odpowiedzi komérkowej
przez rekombinanty B. subtilis.

Podczas drugiej immunizacji Doktorant zastosowal dwa inne warianty genetyczne B. subtilis tj. BANO3
i BANO6 i uzyskatl inny wzor cytokin niz w poprzednim do§wiadczeniu, a mianowicie spadek INT-y i
IL-10 a wzrost IL-17i IL-6. Uzyskane wyniki Doktorant sprawnie dyskutuje i stwierdza, ze taki profil
cytokin wskazuje na przesunigcie w kierunku Th17, co moze $wiadczy¢ o aktywacji odpowiedzi

zapalne;j.

Doktorant immunizowal myszy réwniez donosowo. Przeprowadzone analizy wskazuja na wigksza
skutecznos$¢ immunizacji donosowej w stosunku do dozotadkowej, szczegdlnie w przypadku podania
zwierzetom spor nierekombinowanych.

W niniejszej pracy potwierdzily si¢ wyniki badan innych autoréw, ze spory eksponujace na swojej
powierzchni biatko FliD moga by¢ potencjalnie wykorzystane w przysziosci jako szczepionka
przeciwko CDI. Jak zauwaza Doktorant, szczepy B. subtilis maja wlasciwosci probiotyczne. A zatem
mozna by zastosowa¢ rekombinanty szczepu probiotycznego z antygenem F1iD, co dawatoby podwdjng
ochrong. Jak zauwaza Doktorant niezbedna jest optymalizacja potencjatu immunogennego takich

preparatow.

Warto dodaé, ze przeciwciala ukierunkowane na elementy powierzchniowe komorek C. difficile,
biorgcych udziat w kolonizacji i przyleganiu do blony sluzowej jelita grubego (biatka powierzchniowe
SLPs, biatka flagelli (FliC i FLiD) i biatko $ciany komoérkowej (Cwp) jak proteaza Cwp84,
sg obiecujacym uzupelnieniem profilaktyki jak i potencjalnym narzgdziem terapeutycznym. Zauwazy¢
nalezy, ze wyniki szeregu doswiadczef, w tym w badania in vivo na zwierzgtach, sugerujg, ze np.
skierowanie przeciwciat przeciw biatkom powierzchniowym SLPs C. difficile jest racjonalng strategia
terapeutyczng przeciwko CDI, a dodatkowo swoiste przeciwciata przeciw SLPs hamujg ruchliwos¢
komorek bakterii C. difficile w testach in vitro. W kilku badaniach potwierdzono, ze wici mogg stanowi¢
cel terapeutyczny. W jednym badaniu szczepione myszy biatkiem FliC ( réwniez rzgskowe) i biatkiem

FliD wykazatly znaczace zmniejszenie kolonizacji przez C. difficile.
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Z drugiej strony nalezy jednak bra¢ pod uwagg to, ze nie wszystkie patogenne (czyli toksynotworcze)
szczepy C. difficile majg zdolnos¢ ruchu czyli nie posiadaja wykszatlconych rzgsek jak np. bezrzgskowe
szczepy w obrgbie PCR-rybotypu 078 (o duzym potencjale epidemicznym, ktére sg czynnikiem zakazen
u zwierzat i ludzi) czy szczepy hiperepidemiczne 027, ktére moga posiada¢ jedna rzgske (nalezy dodac,
ze szczep referencyjny C. difficile 630, uzyty do powyzszych doswiadczen posiada rzeski utozone
peritrichalnie).

Wyniki opisane w pracy doktorskiej Pana mgr Alessandro Negri wskazuja na wigksza efektywnos¢
szczepionki, ktora stanowily spory niosace na powierzchni biatko FliD. Po pierwsze, jak zauwaza
Doktorant, te spory posiadaly 8 krotnie wigcej biatka FliD na swojej powierzchni niz rekombinowane
spory B. subtilis (fuzja z biatkiem CotG). Po drugie na powierzchni spor eksponowane byto kompletne

biatko F1iD a nie jego fragmenty.

Podsumowujac przebieg Dyskusji uwazam, Ze jest ona poprowadzona w sposob prawidlowy i rzetelny,

Oceniajac dokonania Pana mgr Alessandro Negri w obszarze nauki (na podstawie uzyskanych
informacji dotyczacych osiggnig¢ naukowych), stwierdzam, ze Doktorant aktywnie uczestniczy w zyciu
naukowym. Swiadczy o tym fakt, ze jest wspStautorem dwéch publikacji (w jednej jest pierwszym
autorem) i wielu doniesient zjazdowych. Doktorant bral udziat w licznych konferencjach i zjazdach
krajowych i zagranicznych. Pan mgr Alessandro Negri otrzymal dwukrotnie nagrode¢ za najlepszy
plakat. Jest wspotautorem patentu “Doustna kompozycja immunogenna przeciwko zakazeniom
Clostridium difficile, zastosowanie przetrwalnikow Bacillus subtilis jako nosnikow antygenow oraz
wyodrebnione rekombinowane geny kodujace biatka ptaszcza i antygeny FliD i FdpA”, number P.
402193 admitted in date 21.12.2012.

Na koniec chce jeszcze raz podkreslic, ze Doktorant sprawnie zaplanowat i zrealizowal swoje zadania
badawcze. Posiada bardzo dobry warsztat pracy, postugujgc si¢ wieloma skomplikowanymi technikami
z zakresu biologii molekularnej. Natomiast pewne uwagi poczynione przez Recenzenta nie obnizajg

wartosci naukowej rozprawy doktorskiej.
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Rozprawa doktorska Pana mgr Alessandro Negri pt.,,Spore based vaccine against pseudomembranous
colitis” spetnia wymogi pracy doktorskiej okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14.03.2013 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuk (Dz.U.z 2003
roku., nr 65, poz. 595, Dz.U. 2005 r., nr 164, poz.1365, Dz.U.z2011 r., nr 84, poz.455 z p6zniejszymi
zmianami). Uwazam, Ze rozprawa doktorska zastuguje na wyr6znienie ze wzgledu na wybdr tematu
pracy doktorskiej, bardzo dobry warsztat pracy Doktoranta, a takze znaczenie poznawcze i praktyczne

doswiadczen w zakresie konstrukeji szczepionki przeciw C. difficile.
Whioskuje zatem do Wysokiej Rady Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (UG i GUMed), o dopuszczenie mgr Alessandro

Negri do dalszych etapéw przewodu doktorskiego na stopien dr nauk biologicznych w dyscyplinie

biochemia.
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