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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Marka Harhali pt. ,,Epitopy endolizyn pneumokokowych
i ich rola w tworzeniu odpowiedzi odporno$ciowej na te enzymy' (ang. Immune epitopes of
pneumococcal endolysins Cpl and Pal and their role in shaping immunoreactivity of the enzymes).

Rozprawa doktorska zostata wykonana w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L.
Hirszfelda PAN pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Krystyny Dabrowskie;j.

Przedtozona mi do recenzji dysertacja poswigcona jest trzem endolizynom, kodowanym przez
bakteriofagi infekujgce pneumokoka Streptococcus pneumoniae, ktoére docelowo majg stuzy¢ w
zwalczaniu tego patogenu. W ramach prac doswiadczalnych opracowano nowatorskg metode badania
aktywnosci bakteriolitycznej endolizyn, okreslono immunogenno$¢ wybranych jako cele badawcze
endolizn Cpl-1, Pal oraz PlyC w modelu mysim i ludzkim, zidentyfikowano reaktywne regiony w
tych biatkach, oraz uzyskano warianty ze zmienionymi aminokwasami w endolizynach Cpl-1 i Pal,
ktore charakteryzowaty si¢ inng reaktywno$¢ immunologiczng i/lub aktywnoscig bakteriolityczng w
stosunku do natywnych biatek.

Narastajgca antybiotykooporno$¢ patogennych bakterii narzuca koniecznos$¢ poszukiwanie
nowych rozwigzan stanowigcych alternatywe dla antybiotykow. Jednym z rozwigzan jest
wykorzystanie bakteriofagow albo biatek pochodzenia bakteriofagowego. Przyktadem tych ostatnich
sg endolizyny, ktore degradujg peptydoglikan $ciany komorkowej podczas uwalnianiu wirionow
potomnych z komorki bakteryjnego gospodarza. Wykazano, ze endolizyny dodane do bakterii Gram-
dodatnich wywotujg liz¢ osmotyczng i w konsekwencji $mieré¢ komorki. Uzycie w terapii enzymow
litycznych, zamiast catych fagdw, ma szereg zalet m.in. nie niosg one ze sobg zagrozen zwigzanych
z horyzontalnym transferem gendéw i w zasadzie niemozliwym jest aby bakterie uzyskaty na nie
odpornos¢. Chociaz czgsteczki tych biatek zawierajg znaczaco mniej epitopéw, w porodwnaniu do
wirionu faga, one takze wchodzg w interakcje z uktadem odpornosciowym ludzi i innych zwierzat.
Dlatego poszukuje sie takich endolizn lub ich zmodyfikowanych pochodnych, ktére miatyby niska
immunogennos¢. Rozprawa doktorska mgr Harhali $cisle wpisuje si¢ t¢ istotng, z punktu widzenia
poznawczego i aplikacyjnego, tematyke.

Wiekszos¢ ujetych w rozprawie metod badawczych, wynikow doswiadczen i ich dyskusji
zostata juz opublikowana w trzech artykutach naukowych, wymienionych przez mgr Harhale na s.11
dysertacji. Sa to:

- Safety Studies of Pneumococcal Endolysins Cpl-1 and Pal. Harhala et al. (2018), Viruses.
15;10(11):638.

- DNA Dye Sytox Green in Detection of Bacteriolytic Activity: High Speed, Precision and Sensitivity
Demonstrated With Endolysins. Harhala et al. (2021). Front Microbiol.12:752282.

- Immunogenicity of Endolysin PlyC. Harhala et al. (2022) Antibiotics (Basel).18;11(7):966.

Mgr Harhala jest pierwszym autorem w kazdej z tych trzech prac.

Taka sytuacja, w ktorej wiekszos¢ wynikow ujetych w dysertacji zostala juz opublikowana w
bardzo dobrych czasopismach, a zatem pod wzgledem merytorycznym i metodologicznym zostaty
juz zweryfikowane i ocenione pozytywnie przez recenzentow wskazanych przez redakcje, jest bardzo



wygodna dla osoby recenzujacej prace doktorska. Sg to tez okolicznosci bardzo przydatne dla autora
rozprawy, pod warunkiem jednak, ze umiejetnie potaczy tresci poszczegdlnych artykutow, tak aby
tworzyly spojny i logiczny cigg, od zatozen do realizacji kolejnych krokow pracy badawczej. I tu z
zalem stwierdzam, e ta sztuka nie w pelni si¢ Autorowi udata.

SZCZEGOLOWA OCENA PRACY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim. Ma uktad typowy
dla prac naukowych o charakterze doswiadczalnym w naukach biologicznych. Rozprawa doktorska
liczy 110 stron i zawiera 20 rycin oraz 3 tabele. Sktada si¢ na nig 14 rozdziatow, w tym Wstep, Cel
pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski koncowe, Podsumowanie, Streszczenie (w j.
polskim i angielskim) oraz Bibliografia. Tekst pracy poprzedzony jest Spisem tresci, Spisem rycin,
Spisem tabel, Wykazem zastosowanych skrotow oraz Spisem publikacji, ktorych mgr Marek Harhala
jest wspdtautorem i ktérych wyniki, jak wspomniatam wyzej, wlaczyt do rozprawy. Bibliografia
obejmuje 83 pozycje literaturowe. Pod wzgledem swojej konstrukeji (uktadu) rozprawa jest
poprawna. Tym niemniej mam uwage do braku zorganizowania rozdzialéw i podrozdzialow w listy
wielopoziomowe (czyli takie, ktore majg kilka poziomdéw — na pierwszym poziomie punkty, ktdre
majg swoje podpunkty, te z kolei moga mie¢ kolejne podpunkty). Jest to klasyczny uktad stosowany
w publikacjach naukowych czy pracach dyplomowych. Doktorant nie zastosowat takiej organizacji,
dlatego wygenerowat wiele podrozdzialdéw o np. numerze 1 co utrudniato czytanie i zorientowanie
sie w prezentowanych tre$ciach. Konsekwencjg byt tez brak w tekscie jakichkolwiek odniesien
(odsytaczy) do juz wykonanych eksperymentow czy uzytych metod. Sugestie ,,patrz Materiaty i
metody”, gdzie czytelnik nie wie do ktorego z 22 podrozdzialow ma zajrze¢, byly dos¢ irytujace.
Podobnie jak proby zorientowania si¢ gdzie konczg si¢ poszczegdlne etapy pracy badawczej w
Wynikach (tu cyfry poszczegolnych podrozdzialow byty po prostu nieco mniejsze lub wigksze, ale i
tak wielokrotnie powtorzyly si¢ ciagi 1,2,3,4 itd.).

Tytul pracy ,Epitopy endolizyn pneumokokowych i ich rola w tworzeniu odpowiedzi
odpornosciowej na te enzymy” jest bardzo ogélny i niezupetnie spdjny z gléwnym Celem, ktérym
byto, jak wskazat Autor, uzyskanie takich wariantow dwéch endolizyn Cpl-1 i Pal, ktdre, nie tracac
swych bakteriolitycznych wilasciwoscei, bylyby mniej podatne na dziatanie specyficznych
przewiwcial. Ten cel miat by¢ realizowany w pieciu etapach, co faktycznie si¢ stato, chociaz ich
realizacja miata nieco inng kolejnosci niz podano w Celu.

Ku mojemu zaskoczeniu w Wynikach ujeto tez opis doswiadczen, w ktérych zbadano
dodatkowo trzecig endolizyne PlyC. PlyC, bedgc endolizyng pozostaje w zgodzie z tytutem rozprawy,
ale niewymienienie jej w Celu pracy budzi watpliwosci dotyczgce zasadnosci uzycia PlyC jako
modelu badawczego w rozprawie. Rowniez w samych Wynikach Autor nie dodal Zzadnego
wyjasnienia dlaczego obok endolizyn Cpl-1 i Pal, znienacka pojawiaja si¢ wyniki doswiadczen dla
PlyC, dlaczego to wiasnie biatko zostato na tym etapie wiaczone do analiz.

Trzeba tez podkresli¢, ze uzyskane rezultaty dla enolizyny PlyC nie zostaty przedyskutowane
w rozdziale ,,Dyskusja” ani ujete w rozdziale ,, Wnioskow koncowych” ani w ,,Streszczeniu”. PlyC
nie jest tez w ogole wspomniana we Wstepie. W trakcie opisu Wynikow (s. 79) pojawia si¢ natomiast,
wyjasnienie przyczyny wylaczenia PlyC z dalszych prac badawczych (powodd: rézna reakcja
surowicy ludzkiej i mysiej na poszczegolne domeny tego bialtka), co oczywiscie uznaje za wlasciwe.
7 drugiej strony moze bytoby lepiej, gdyby ta uwaga podana bytaby duzo wezesniej, bo w niektdrych
doswiadczeniach opisanych na stronach 71-78, PlyC nie jest w ogole uzywana (bez uzasadnienia
dlaczego). Albo jest wynik zobrazowany na rycinie, natomiast nie jest on omowiony (ryc. 12, s.74).
Albo podpis pod rysunkiem sygnalizuje prezentacje wyniku dla PlyC (ryc. 11 s.73), ale go ostatecznie
nie ma na tej rycinie
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Chciatabym prosi¢ mgr Harhale o wyjasnienie i uzasadnienie tych rozbieznosci migdzy
tytutem, celem a tresciag wynikéw, w odniesieniu do uzytych modeli badawczych. Prositabym tez o
podanie jaka jest, zdaniem Autora, faktyczna rola endolizyn pneumokokowych w tworzeniu
odpowiedzi odpornosciowej na te enzymy. Takich zdan podsumowujacych zabrakto mi w rozprawie.

Wstep pracy (11 stron) jest w mojej opinii do$¢ ubogi jesli chodzi o wprowadzenie do tematyki. W
pierwszym podrozdziale Doktorant omawia problemy zwigzane z projektowaniem biatek. Chociaz
rozwazania Autora nad liczbg kombinacji sekwencji nawet krotkiego bialka, ktora jest ogromna
(wykraczajgca poza liczbe dostepnych atomow we Wszechswiecie), sa prawidlowe, chcialabym
zaznaczy¢, ze badacze rzadko projektujg biatka de novo, zazwyczaj korzystaja z juz istniejgcych,
ktorych whasciwosci co najwyzej cheg przystosowac do pozadanych celéw. Tak jak robi to sam Autor
starajgc si¢ uzyska¢ warianty endolizyn mniej immunogenne. Trzeba tez zaznaczy¢, ze znacznie
wiekszy problem, o ktorym w zasadzie Autor nie wspomina, jest sama selekcja. GdybySmy nawet
byli w stanie uzyska¢ ogromng ilo$¢ wariantow danego biatka (czasem jesteSmy np. przy uzyciu
mutagenezy losowej), problemem staje si¢ koniecznos¢ ich selekeji czy testowania. I tu kluczowe
stajg si¢ pomystowe metody, ktore te problemy rozwigzuja. Propozycje metody badawczej do
testowania wariantow bialek w celu znalezienia takich, ktore majg pozgdane wiasciwosci, proponuje
sam Autor prezentujac w dysertacji swoje wyniki. Powigzanie problemu (tj. niedoboru skutecznych
metod selekcji) z jego rozwigzaniem (proponowang przez Doktoranta nowg metoda), w mojej opinii
dzialatoby na korzy¢ Autora i wspierato zasadno$¢ podjetego zadania badawczego i podnosito jego
znaczenie aplikacyjne, natomiast nie zostato to w ogdle wspomniane we Wstepie.

W kolejnych, bardzo krétkich podrozdziatach Wstepu, Doktorant wspomina o endolizynach,
ktore moga by¢ wykorzystane jako enzybiotyki (czyli lityczne enzymy pochodzace z bakteriofagow
lub bakterii, gléwnie z grupy hydrolaz peptydoglikanowych), o $cianie komdrkowej bakterii, ktora
jest celem ich aktywno$ci enzymatycznej, endolizynach Cpl-1 i Pal, o patogennej bakterii
Streptococcus pneumoniae i przeciwciatach IgG, ktore neutralizujag obce biatka. Natomiast zabrakto
we Wstepie aktualnego stanu wiedzy dotyczacego enzybiotykow, w szczegdlnoscei ich uzycia (np. w
badaniach klinicznych) czy ich komercjalizacji. Wzmianka o rozpoczeciu badan klinicznych 2 fazy
endolizyny SAL-1 i pierwszej fazy SAL200 pojawia si¢ dopiero w pierwszym akapicie Dyskusji.
Lokalizacja tej informacji w sekcji Dyskusja jest tym bardziej niezrozumiata, gdyz nie zostata
polaczona z jej ciggiem dalszym

Wspomnienie endolizyn Cpl-1 i Pal we Wstepie jest tak minimalistyczne, ze nawet nie podano
jakie fagi kodujg te biatka. Nie ma stowa o trzeciej endolizynie PlyC uzytej jako model w pracach
badawczych (a tu szczegolnie przydatyby si¢ wyjasnienia dotyczace jej dwudomenowej budowy,
masy molekularnej etc. ktore wielokrotnie sg przywotywane w Wynikach jako uzasadnienie
podjetych  krokow). Nie przedstawiono aktualnego stanu wiedzy zwigzanego =z
antybiotykoopornoscig szczepdw Streptococcus pneumoniae czy prob uzycia bakteriofagoterapii w
zwalczaniu tego patogenu. Gdyby takie tresci znalazly sie we Wstepie po pierwsze w sposob
systematyczny zaznajomityby czytelnika z tematyka (szczegolnie takiego, ktory na co dzien nie
zajmuje si¢ endolizynami i Streptococcus pneumoniae), a Wstep powinien by¢ kompendium wiedzy
wprowadzajgcym do przedmiotu pracy doktorskiej. A po drugie i wazniejsze, w ten sposob zabrakto
klamry spinajacej Wstep z Celem badan, co stanowitoby uzasadnienie ich podjecia. Trzeba przyznaé,
ze pewne uzasadnienie dotyczace przyczyn prowadzacych do opracowania nowej metody badania
endolizyn pojawiajg si¢ w pierwszym podrozdziale Wynikow, gdzie Autor opisuje dotychczas
stosowane metody, wskazujac ich wady. Ale te tresci powinny byly pojawié¢ si¢ we Wstepie, bo nie
sg wynikami Autora.

Chciatabym tez zwrdci¢ uwage, ze po raz pierwszy spotykam si¢ z rozprawa doktorska, w ktorej
Wstepie nie ma zadnego rysunku. W recenzowanej pracy przydaltby si¢ np. schematy budowy endo-




lizyn z zaznaczonymi funkcjonalnymi regionami.

Materialy i Metody W tej sekcji zostaly przedstawione metody badawcze. Ich zasadniczg rolg jest
umozliwienie zainteresowanym naukowcom powtdrzenie opisywanej procedury. W dwoch
przypadkach brakuje danych aby byto to mozliwe:

- brak sekwencji nukleotydowych starteréw wykorzystanych w mutagenezie ukierunkowanej genow
kodujgcych endolizyny,

- nie jest jasne jaka procedura zostata uzyta do oczyszczania poszczegdlnych biatek. Okreslenia: ,,For
experiments not including endolysin variant proteins” oraz ,,Cp-1 and Pal (both WT and variants) for
experiments including variants (..) sa dla mnie niezrozumiale i sprzeczne.

Wyniki. Pierwszym opisanym w tej sekcji zadaniem (drugi punkt Celu pracy) bylo opracowanie
metody do badania bakteriolitycznej aktywnosci endolizn, ktéra wykorzystywata barwniki
fluorescencyjne DNA (konkretnie SYTOX Green). Liza komorki bakterii, wywotana dziataniem
endolizyny, umozliwia wejscie barwnika do komorki, co skutkuje wzbudzeniem sygnatu. Podobny
efekt mam miejsce takze gdy DNA juz wydostato si¢ z komorki. Skutecznosé tej zaproponowane;j
nowatorskiej metody zostata wykazana w testach endolizn Cpl-1 i Pal. Natomiast, nie mam pewnosci
czy w przypadku testowania bakteriolitycznej aktywnosci wariantow Cpl-1 i Pal, uzyskanych w
dalszej czgsei pracy, metoda ta zostata uzyta. Ani w tekscie (sekcje Materialy i metody oraz Wyniki),
ani w podpisach pod rycinami ilustrujgcymi otrzymane rezultaty, nie zostato to podkreslone.
Prositabym o wyjasnienie czy tak metoda byla uzyta, a jesli nie, to dlaczego tej metody nie
zastosowano?

Drugim opisanym zadaniem (trzeci punkt Celu pracy) bylo wskazanie, ktore regiony w
biatkach Cpl-1, Pal i PlyC sg immunogenne. Do ich wyznaczenia uzyto pomystowo zmodyfikowang
wersje technologii VirScan (nazwang EndoScan), ktéra wykorzystuje technike Phage display.
Cickawym rezultatem byto wykazanie, ze rozne podjednostki biatka PlyC odpowiadajg za
immunoreaktywnos¢ u ludzi (PlyCB) i myszy (PlyCA). Chciatabym si¢ zapytac¢ czy planowana jest
kontynuacja tych badan? Rozumiem, ze nie majac do dyspozycji modelu mysiego jest to trudniejsze,
ale z drugiej strony wszelkie proby obnizenia immunogennosci bytyby nakierowane na podjednostke
nie pelnigcg funkcji katalitycznych, co mogloby podwyzsza¢ szanse sukcesu. Koncowymi
doswiadczeniami tego zadania byto wskazanie, ktoére aminokwasy biatek Cpl-1 i Pal przypuszczalnie
wchodzg w interakcje z przeciwciatami IgG, w tym celu zastosowano mutageneze ukierunkowang i
wspomniang wyzej EndoScan. W podpisie ryciny, ktdra ilustruje uzyskany wynik wymieniono co
prawda PlyC, ale rycina nie zawiera takich rezultatow, a zatem to pewnie pomytka edytorska.

Kluczowym testem kazdego potencjalnego leku jest, obok oceny jego skutecznos¢, takze
sprawdzenie jego bezpieczenstwa, tj. ustalenia jak na proponowany lek odpowie uktad
immunologiczny. W trzeciej czgsci Wynikow (pierwszy punkt Celu pracy) mgr Harhala
przeprowadzil wlasnie takie oszacowanie dla endolizyn Pal i Cpl-1: (i) na modelu mysim, tu tylko
jeden test toksycznosci (wzbudzanie przeciwciat IgE) zostal wykonany tez dla PlyC; (i) na modelu
ludzkim (testy ex vivo z uzyciem krwi ludzkiej). Uzyskane rezultaty sugerowaty brak negatywnego
wptywu tych biatek. Chciatabym si¢ dowiedzie¢ jaka byta przyczyna mie uzycia jako modelu, w
wiekszosci tych testow, PlyC. Dlaczego nie zostalo to w tekscie uzasadnione?

Ostatnia czgs$¢ wynikow dotyczyta prob uzyskania wariantéw endolizyn Pal i Cpl-1, ktore
cechowataby nizsza immunogennos¢ niz natywnych biatek (4 i 5 punkt Celu pracy). Wyboru
odpowiednich aminokwaséw do zmian dokonano w oparciu o rezultaty uzyskane w czgsci drugiej.
Zaprojektowane i uzyskane w wyniku mutagenezy ukierunkowanej warianty Pal i Cpl-1 testowano
nastepnie w celu ustalenia ich aktywnosci bakteriolitycznej oraz poziomu wzbudzenia produkcji
przeciwciat [gG. Wigkszos$¢ uzyskanych wariantow nie spelniala wymagania zachowania co najmniej
takiej samej aktywnosci enzymatycznej jak natywne biatko, przy obnizeniu immunogennosci.




Wyjatkiem byt wariant 3 endolizyny Pal (Pal v3), ktorego aktywnos¢ byta wyzsza, a immunogenno$¢
nizsza niz natywnej Pal. Tym samym wszystkie zadania Celu pracy zostaty zrealizowane.

Dyskusja. Ta cze$é pracy liczy 8 stron, przy czym Autor blisko cztery z nich po$§wigca oméwieniu
mozliwosci zaproponowanej fluorometrycznej metodzie do badania bakteriolitycznej aktywnosci
endolizn, i stusznie podsumowuje, ze metoda ta ma ogromny potencjat aplikacyjny. W mojej opinii
zabraklo podkreslenia, ze uzycie tej metody byto bardzo istotne w przeprowadzonych badaniach
zawartych w rozprawie. I chociaz faktycznie biatka Pal i Cpl-1 stuzyty Autorowi do ,,ustawienia” tej
metody i pokazania jej skutecznosei, to najwazniejszym zadaniem tej zaproponowanej metody (dla
rozprawy), bylto uzycie jej do testow wariantow biatek Pal i Cpl-1 o pozadanych wlasciwosciach.
Druga cze$¢ Dyskusji zostala poswigcona omowieniu wihasciwosci otrzymanych wariantow
endolizyn Pal i Cpl-1 i mozliwosci ich aplikacji. Jestem bardzo ciekawa jak mgr Harhala zinterpretuje
uzyskane wyniki (wyzsza/nizsza immunogenno$¢, wyzsza/nizsza aktywnos¢ enzymatyczna
wariantow w stosunku do natywnych biatek) wobec wynikdéw analiz krystalograficznych Cpl-1 1 Pal?

7, obowigzku recenzenta wymienie kilka dodatkowych dostrzezonych bledow edytorskie. Szereg z
nich jest konsekwencjg kopiowania tresci z opublikowanych artykutow, w ktérych prezentowane
byly wyniki uzyskane przez Doktoranta:

- sformutowanie ,,in this article” (np. s. 34, 35), ktore nie miato prawa pozosta¢ w dysertacji,

- redundancja podrozdziatow w sekcji Materialy i metody — Ethical statement (3 122),

- redundancja informacji dotyczacych uzycia Streptococcus pneumonie (11 17),

- odniesienia do rycin: Figure 3 (a nie 6) s. 50 czy Figure 7 (a nie 3) 5.62, Figure 9 (nie 3) s. 64,

- nie wymieniona Tabela 3 w spisie tabel s.8,

- blednie podpis segmentow (A i B) na rycinie 17,

- rysunek i jego podpis powinny by¢ skumulowane 1 stronie A4.

Podrozdziat ,,Determination of immunogenic amino acids in Cpl-1 and Pal enolysins” powinien by¢
przesunigty tuz przed podrozdzial dotyczacy prob deimmunizacji tych endolizy, co utatwiloby
plynnos¢ czytania rozprawy.

Te wyzej wymienione uwagi majg jedynie charakter informacyjny i nie wymagaja komentarza
Doktoranta.

Uwaga merytoryczna: nie zgadzam si¢ z nastepujacym twierdzeniem Autora, ze najpopularniejszym
elementem przytaczonym do peptydoglikanu sg kwasy tejchojowe; tak ale tylko u bakterii Gram
dodatnich. Kwasy tejchojowe sg w zasadzie nieobecne u bakterii Gram ujemnych.

Podsumowujgc, za najwazniejsze osiggniecia naukowe Doktoranta uwazam:

- opracowanie nowatorskiej metody badania aktywnosci bakteriolitycznej endolizyn,

- zidentyfikowanie immunogennych obszaréw w endolizynach Pal, Cpl-1 i PlyC,

- pomystowg adaptacje metody VirScan do uzycia jej w identyfikacji immunogennych epitopow,

- przeprowadzenie analizy oraz identyfikacj¢ reszt aminokwasowych w biatkach Pal, Cpl-1 biorgcych
udzial w oddziatywaniach z przeciwciatami IgG,

- uzyskanie wariantu Pal o potencjale aplikacyjnym w terapii przeciwko patogennym pneumokokom.

Chce tez ze podkresli¢, ze mgr Harhala w bardzo trafny sposob wybrat metody badawcze do swoich
badan. a przeprowadzone badania dowodzg bardzo duzych umiej¢tnosci Doktorant w poprawnym
postugiwaniu si¢ nowoczesng metodologig. Wymieni¢ kilka z nich: klonowanie, nadprodukcja,
izolacja i oczyszczanie biatek; izolacja RNA z komorek ludzkich i uzycie go w analizie
transkryptomicznej (mikromacierze), analizy ELISA, badania in vivo na modelu mysim ludzkim,
fluorometria, Phage display. Przypuszczam, ze umieje¢tnosei techniczne mgr Harhali byly ogromnym




wsparciem w badaniach zespolu Pani Profesor Krystyny Dabrowskiej, bo oprocz trzech
wspominanych, mgr Harhala byl wspotautorem 15 publikacji, ktore ukazaty si¢ w uznanych
czasopismach w ciggu ostatnich 9 lat.

Na zakonczenie musze zaznaczy¢, ze moja ogolna ocena pracy doktorskiej mgr Harhali jest w petni
pozytywna. Niewatpliwie stanowi ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a zawarte w
niej wyniki badan maja zdecydowanie cechy nowosci naukowe;j. Jestem tez pod wrazeniem ogromu
pracy jaki zostat wykonany.

Wigkszos¢ moich krytycznych komentarzy dotyczyla organizacji tekstu rozprawy, ktére zaburzaty
zrozumienie cigglosci i celowosci zdarzen, oraz kwestii edytorskich. Wymienione uchybienia
przytaczam z obowigzku recenzenta, gtdwnie po to zeby zwrdci¢ uwage Doktoranta jak bardzo takie
szczegOly sg istotne dla perfekcji catej pracy. Natomiast nie wptynely one na oceng merytoryczng
wartosci rozprawy, gdyz uwagi te nie podwazaja uzyskanych wynikoéw i poprawnosci ich
interpretacji. Podsumowujgc, dysertacje mgr Harhali nalezy uznaé za samodzielne rozwigzany
problem badawczy przy uzyciu adekwatnej metodyki badan, co jest ustawowym wymaganiem
stawianym rozprawom doktorskim.

WNIOSKI KONCOWE

Przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Stanowi tez dowod umiejetnodci samodzielnego
prowadzenia przez Doktoranta prac naukowych w zakresie mikrobiologii, biologii molekularnej i
immunologii. W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda PAN o dopuszczenie magistra Marka Harhali do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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