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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Marka A. Harhali pt. "Immune epitopes of pneumococcal
endolysins Cpl-1and Pal and their role in shaping immunoreactivity of the enzymes"

przygotowanej pod kierunkiem naukowym Promotora Prof. dr hab. Krystyny Dabrowskiej

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma postaé liczacej 110 stron
monografii o strukturze typowej dla prac doswiadczalnych. Sktada sie ona ze Spisu tresci,
Listy rycin, Listy tabel, Spisu skrotow, Listy publikacji, Wstepu, Celu badan, Materiatow i
metod, Wynikdw, Dyskusji, Wnioskéw, Streszczenia, Streszczenia w jezyku polskim oraz
Bibliografii. Praca napisana jest w jezyku angielskim. Wstep bardzo dobrze zaznajamia
czytelnika z podstawami tematyki badawczej. Spisy rycin i tabel bytyby bardziej przydatne,
gdyby tytutom towarzyszyly tez numery stron, na ktdérych dane ryciny i tabele sig znajduja.
Praca napisana jest klarownie i bardzo fatwo jest czytelnikowi zrozumie¢ zaréwno wyniki

doswiadczen, jak i cel ich przeprowadzenia. Praca sktada si¢ w spdjng catosc.

Mgr inz. Marek A. Harhala w przedktadanej rozprawie doktorskiej podejmuje bardzo
wazna i aktualna tematyke badawczg jaka jest identyfikacja immunogennych epitopow w
badanych endolizynach oraz préba modyfikacji ich immunogennosci przez zmiang sekwencji
epitopdéw. Jednoczesnie ‘oceniane byty aktywnosci modyfikowanych endolizyn. Ocena
aktywnosci odbywata sie za pomocg opracowanej przez doktoranta metody, ktora znacznie
zwiekszata czuto$é¢ pomiaru i tym samym pozwala na pomiar znacznie bardziej subtelnych

zmian, niz bytoby to mozliwe za pomocg dotychczasowo stosowanych testow.




Treéé wstepu jest dobrze dobrana i stanowi bardzo dobrg teoretyczna podstawe, ktora

pomaga czytelnikowi w interpretacji wynikow czesci doswiadczalnej. We wstepie omowione

sg roine aspekty wykorzystania biatek w biologii i medycynie, potencjatu lizyn
bakteriofagowych jako leku przeciwbakteryjnego, struktury i dziatania badanych endolizyn
(Cpl-1 i Pal) oraz roli bakterii Streptococcus pneumoniae w patogenezie. W dalszej czesci
wstepu przyblizane sg zagadnienia zwigzane z odpowiedzig immunologiczng na leki biatkowe

oraz potencjalnych problemoéw, jakie ta odpowiedZ moze wywotac w trakcie terapii.

Cele pracy sg jasno zdefiniowane, choé w czesci poswieconej ich zdefiniowaniu, brakuje
mi przedstawienia tych celow w formie hipotez badawczych, ktére maja zostac
przetestowane w trakcie pracy. Cele sg postawione jako osiggniecie pewnych kamieni
milowych, co moze by¢ btednie interpretowane, jako zwykte zademonstrowanie w praktyce
uprzednio przetestowanych hipotez badawczych. Nie jest to kwestia btednych zatozen, lecz
raczej braku ich sformutowania z wiekszym podkresleniem roli testowania hipotezy na

wybranych przyktadach.

Dobér metod badawczych jest prawidtowy. Pozwolity one osiggngé zdefiniowane cele

badawcze, oraz uzyskaé niezwykle cenne i interesujgce wyniki.

Dobdr literatury i materiatow Zrédtowych Swiadczy o dobrej orientacji Doktoranta w
temacie badan. W swojej pracy, mgr inz. Marek A. Harhala czerpie gtéwnie z najnowszych

dokonan naukowych. Cytowana literatura zawiera 83 pozycje.

Recenzowana praca jest starannie sformutowana, ale odnosi sie wrazenie, ze w
ostatnich fazach edycji zabrakto Doktorantowi nieco czasu i nie zostata ona doktadnie
sprawdzona przed ztozeniem. Do tekstu przekradty sie btedy edytorskie, takie jak na przyktad
btednie przywotane ryciny na stronach 50 (jest odnoénik do ryciny 6 a powinien by¢ do 3), 64
(jest odnosnik do ryciny 3 a powinien by¢ do 64), czy w podpisie do ryciny na stronie 70 gdzie
przywotano metode ,ELIS” zamiast ELISA. Niemniej jednak te, w sumie dosy¢ btahe, usterki

pracy, nie podwazajg jej wartosci.



Przystepujgc do oceny uzyskanych rezultatéw, musze przyznad, ze prace przeczytatem z
duzym zainteresowaniem. Porusza ona tematy, ktére wydaty sie mi bardzo interesujgce i
aktualne. Jednoczesnie praca jest spdjna i dobrze ustrukturyzowana, co znacznie utatwia jej
odbidr i zrozumienie zaprezentowanych w niej wynikow.

Bardzo wazng czescig pracy, o duzym znaczeniu nie tylko w dalszych badaniach, lecz
réwniez w praktyce bylo opracowanie metody detekcji lizy komdrek opartej na barwniku
fluorescencyjnym. Barwnik ten, ktérego wigzanie sie z dwuniciowym DNA mozna bardzo
tatwo i wydajnie wykrywaé, pozwala na konstrukcje nie tylko precyzyjnych testéow
laboratoryjnych, idealnie dostosowanych do badan przeprowadzanych w dobrze
wyposazonym laboratorium nad tematyka prezentowang w niniejszej pracy, ale réwniez w
szybkich testach diagnostycznych wykonywanych przy tézku pacjenta, w znacznie mniej
sprzyjajacych okolicznosciach i przez stabiej wyszkolony personel.

Kolejne etapy pracy, wykorzystujgce miedzy innymi wyzej wzmiankowang metode,
skupiaty sie na okresleniu immunogennosci badanych endolizyn Cpl-1, Pal i PlyC oraz
okredlenia doktadnej lokalizacji immunogennych epitopdw tych biatek. Po identyfikac;ji
immunogennosci i mapowaniu epitopow na bazie surowicy z zaszczepionych w trakcie prac
myszy, identyfikowane epitopy w biatkach Pal i Cpl-1 zostaty zmodyfikowane i biatka o
zmodyfikowanych epitopach zostaty sklonowane, podane nadekspresji, oczyszczaniu i
okreéleniu aktywnosci oraz reaktywnosci surowic wzgledem zmodyfikowanych biatek.
Bardzo ciekawa obserwacjg byto ustalenie, ze modyfikacje miejsc nawet dos¢ odlegtych od
domeny katalitycznej, miaty czesto duzy wptyw na aktywno$¢ biatka. Zostato to, moim
zdaniem prawidiowo, zinterpretowane jako potencjalna destabilizacja domeny katalitycznej
przez zmiane struktury lub stabilnosci pozostatych domen. Zmodyfikowane biatka zostaty
ocenione nie tylko pod katem ich aktywnosci, ale rowniez pod katem ich immunogennoséci
oraz zdolnosci surowic zwierzat zaszczepionych biatkiem o pierwotnej sekwencji
aminokwasowej, do neutralizacji modyfikowanych biatek. W wyniku modyfikacji nie udato
sie wprawdzie znaczaco zredukowaé immunogennosci badanych biatek, ale takie biatka
wykazywaty w kilku przypadkach wieksza odpornod¢ na inaktywacje przez surowice
skierowane przeciw oryginalnym biatkom, co pozwala na potencjalne uzycie takich biatek,
jako kolejnych dawek terapeutycznych na przyktad w przypadku dtuzszej terapii, ktéra moze

wigzac sie z wystgpieniem reakcji immunologicznej na podawany preparat.




Szczegdlnie interesujgcyg czescig pracy byto zbadanie potencjalnej indukcji reakg;ji
immunologicznych w postaci indukcji gk, odpowiedzi zapalnej lub aktywacji uktadu

dopetniacza. Istotne rowniez byto ustalenia wptywu na profile ekspresji gendéw w hodowlach

komodrkowych. Nie stwierdzono wystepowania efektédw, ktére moglyby potencjalnie
Swiadczy¢ o ryzykach zwigzanych ze stosowaniem badanych biatek jako biatek

terapeutycznych.

Zaprezentowana mi praca w sposob bardzo syntetyczny przedstawia osiggniete wyniki,
przy czym kolosalna czes¢ wkiadu pracy doktoranta odbyta sie niejako w tle. Wszystkie prace
wymagajace oczyszczania duzej ilosci réinych biatek, klonowania i ekspresji kodujgcych je
genow i duzej ilosci pracy bioinformatycznej, majacej na celu ustalenie, ktére z wariantéw sg
najkorzystniejsze i dajg najwieksze szanse powodzenia, prowadzone sg na podbudowie duzej
ilosci pracy wiozonej w same przygotowanie finalnego doswiadczenia. W zwigzku z tym, tym

bardziej powinna prezentowana praca zosta¢ doceniona.

Wyniki pracy zostaty dobrze przedyskutowane, cho¢ nie jestem w stanie do kofica sie
zgodzi¢ z niektérymi wnioskami. Mysle, ze niektére wnioski zostaty sformutowane zbyt
dobitnie. Na przyktad nie moge w peini zaakceptowac twierdzenia, ze uzycie badanych biatek
nie aktywuje IgE. Zgodzitbym sie z twierdzeniem, ze w przeprowadzonym do$wiadczeniu
takiej aktywacji nie stwierdzono, lecz nie jest wykluczone, ze w innych przypadkach taka
aktywacja moze zajs¢. Chciatbym przypomnie¢ doktorantowi, ze brak dowodu nie jest
dowodem braku, a doswiadczenia, ktére prowadzimy sg niczym innym, jak cigglym
testowaniem hipotez. | w zwigzku z tym nalezy wyniki tych doswiadczen nieco ostrozniej

formutowad.

Wyniki przedstawionej mi do oceny pracy zostaty opublikowane w trzech artykutach w
solidnych czasopismach ,Viruses”, Frontiers in Microbiology” i ,Antibiotics”. Jest to
naprawde porzadny dorobek, ktéry kwalifikowatby sie do rozprawy w formie zbitki

artykutéw opatrzonej stosownym komentarzem i dyskusja.



Chciatbym jeszcze od siebie doda¢, ze wielokrotnie miatem okazje spotkaé mgr inz.
Marka A. Harhale na wielu konferencjach poswieconych tematyce fagowej i by¢ swiadkiem

tego, z jakg uwagg $ledzit prezentowane na tych konferencjach prace.

Na koniec chciatbym zada¢ Doktorantowi pytanie:

Czy zmapowane epitopy odpowiedzialne za immunogenno$¢ sg skupione w jakis
konkretnych rejonach badanych biatek na ich tréjwymiarowej strukturze, czy raczej rozsiane
w przypadkowych miejscach? Jesli sa one skupione, czy mozliwe bytoby dotaczenie jakiejs
domeny, o ktérej wiemy, ze nie jest immunogenna (np. kawatka ludzkiej albuminy), tak, zeby

zastoni¢ region immunogenny?

Whioski koncowe

W oparciu o dokonang analize tresci przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej
mgr inz. Marka A. Harhali pt. "Immune epitopes of pneumococcal endolysins Cpl-1and Pal
and their role in shaping immunoreactivity of the enzymes" na podstawie zawartych w
niej wynikéw i w odniesieniu do aktualnej wiedzy w temacie przedstawionych badan
stwierdzam, Ze oceniana rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
stawiane kandydatom ubiegajacym sie o stopieri doktora w zakresie nauk biologicznych. W
zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej o dopuszczenie-mgr inz. Marka A. Harhali do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Jednoczesnie w uznaniu dla wartosci i aktualnosci zawartych w recenzowanej pracy
wynikéw, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej o stosowne jej wyréznienie.
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