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tregitopow — polipeptydéw o dzialaniu tolerogennym”

Uklad rozprawy skladajacej si¢ ze 139 stron jest typowy i sklada si¢
ona ze wstepu, wyodrebnionych zatozen i celu pracy, opisu modelowania
matematycznego, przebiegu hodowli komorkowe;j i zastosowanych procedur
badawczych, prezentacji uzyskanych wynikéw oraz dyskusji zamknigte;
wnioskami.

W tres$ci pracy Autorka powotuje si¢ na 132 pozycje precyzyjnie
dobranego aktualnego pi$miennictwa w duzej mierze z ostatnich lat.
Ponadto rozprawa zawiera 26 rycin i 10 tabel dobrze dokumentujgcych
podstawy badania, uktad eksperymentu, jak i uzyskane wyniki. Dla lepszej
orientacji czytelnika zamieszczono rowniez wykaz skrétow oraz spis
dokumentacji, natomiast streszczenia w jezyku polskim i angielskim
zamieszczono na poczatku pracy.

Gtownym zagadnieniem dysertacji Pani Krystyny Okoniewskiej jest
znalezienie zwigzku pomiedzy budowsg chemiczng nowych peptydow
tolerogennych a ekspresjag epitopow znacznikowych komorek T
regulatorowych oraz wydzielaniem interleukiny-10. Autorka zrealizowata
ten cel w trzech etapach poszukujgc odpowiednich peptydow, sprawdzajac
ich dziatania w doskonalonych modelach oraz indukujac proliferacje
limfocytow T regulatorowych.

Doktorantka oparta si¢ na swoich wczesniejszych badaniach
wykorzystujac model selekcji tregitopéw badajac zaleznos¢ pomigdzy
budowa chemiczng peptydow a sitla wiagzania z elementami gléwnego
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uktadu zgodnosci tkankowej (Okoniewska i wsp.: Relationship between
tregitopes structure and binding with Major Histocompatibility Complex
class 1. Drug Research (Stuttgart) 2015,65:1-6). Natomiast biosyntezy
peptydéw poddawanych weryfikacji in vitro dokonano w GeneCust Europe
Laboratoire de Biotechnologie du Luxembourg S.A. Placowka ta ma
ugruntowang pozycje w wytwarzaniu i oczyszczaniu peptydow, siRNA,
digonukleotydow, przeciwcial, genow, adenowiruséw oraz najnowszych
procedurach biologii molekularnej. Kandydatka na wstgpie dokladnie
przedstawia uwarunkowania chordb z autoagresji, koncentrujac sig
szczegdlnie na roli komoérek T regulatorowych w mechanizmie odpowiedzi
immunologicznej. W ten sposob pltynnie przechodzi do zlozonych
mechanizméw udziatu tregitopéw w procesie tolerancji odpornosciowe;.
Mechanizmy te umiejetnie faczy z funkcjami przeciwciat IgG w
immunomodulacji poprzez interakcje antyidiotypowe, w hamowaniu
zaleznego od dopelniacza procesu niszczenia tkanek czy w indukowaniu
naturalnych komorek T regulatorowych. Zwraca uwage doskonata
znajomos¢ roli tregitopdw w fizjologicznej i nieprawidlowej odpowiedzi
immunologicznej. Ciekawie opisuje potencjalne znaczenie tych krotkich
sekwencji aminokwasowych dla terapii choréb z autoagresji, czy
optymalizacji sekwencji szczepionek i przeciwcial monoklonalnych.
Wreszcie co jest zupetnie zgodne z logika wywodu czytelnik znajduje
oméwienie aktualnych kierunkéw badan po$wigconych ustaleniu funkcji i
mozliwych praktycznych sposobow wykorzystania tregitopow.

W oparciu o interesujgcy wstep Autorka formutuje cel pracy ustalajgc
zarazem kolejno$¢ wykonywania czynnosci badawczych. Warto dostrzec, ze
dla stworzenia matematycznego modelu selekcji tregitopdw pochodzenia
naturalnego wybrano 16 sekwencji aminokwasowych IgG, z ktérych do
weryfikacji funkcjonalnej wyselekcjonowano 8 tregitopow.

Wytypowano takze dwa dodatkowe peptydy jako kontrole, pozytywna i
negatywna. Opis zastosowanych metod badawczych jest skrupulatny i
uporzadkowany. Matematycznie poszukiwano zaleznosci pomigdzy

wiasciwosciami fizykochemicznymi sekwencji aminokwaséw a zdolnoscig



NUM

$laski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach

do hamowania receptoréw glownego uktadu zgodnosci tkankowej. Po
przeprowadzeniu walidacji analizowano fizjologiczng funkcje typowych
tregitopow oraz ich potencjalny udziat w modulowaniu odpowiedzi
immunologicznej na podstawie danych bazy UniProtKB (UniProt
Consortium. UniProt: a hub for protein information. Nucleic Acids

Research. 43(Database issue):D204-12. 2015, doi: 10.1093/nar/gku989;

UniProt KB http://www.uniprot.org/dostep do informacji zawartych w bazie
danych pomiedzy 01-06-2016 a 01-06, 2016.). Finalnie opracowano kryteria
wlaczenia do grupy peptydow weryfikowanych in vitro. Dla odpowiedniego
ich rozpuszczenia okreslono wypadkowy tadunek czgsteczek.

Nastepnie opisano dokladnie grupe myszy doswiadczalnych, pobieranie
probek krwi oraz fragmentow $ledziony. Pani Krystyna Okoniewska
detalicznie przedstawia techniki izolacji i sortowania komorek, zakladanie
ich hodowli oraz metody barwienia. Wykorzystano nowoczesne procedury
cytometrii przeptywowej i rezonansu plazmonéw powierzchniowych.

W analizie statystycznej oceniono rozklad danych, a nastgpnie
wykorzystano odpowiednie testy.

Wyniki zaprezentowano na dwudziestu o$miu stronach przeplatajac je
rycinami i tabelami co znakomicie utatwilo zapoznanie si¢ recenzenta z
uzyskanymi danymi liczbowymi. Proliferacj¢ komorek T regulatorowych
naturalnych i indukowanych udokumentowano fotograficznie (ryc. 14 wg
porzadku z tab. 5)

Przeprowadzona przez Panig Krystyng Okoniewska dyskusja jest
wyczerpujaca i $cista. Autorka bardzo dobrze wigze swoje obserwacje z
umiejetnie  dobranym  aktualnym  pi$miennictwem.  Chronologia
prowadzonego dyskursu dokladnie odpowiada biegowi wykonanego
eksperymentu. Ten porzadek jest wazny, bowiem pozwala zachowa¢
logiczny cigg interpretacji uzyskanych wynikéw. Ponadto Kandydatka
thumaczy te, a nie inne decyzje metodyczne, wiaze szczep wybranych
myszy z zastosowana technika badawcza, tlumaczy zawitosci dociekan

matematycznych oraz poszukiwania wilasnych aranzacji procedur
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badawczych. Dyskusje konczy wyczerpujace podsumowanie oraz wnioski
odpowiadajace zalozonym celom rozprawy.

Praca jak mozna bylo oczekiwa¢ jest wartosciowa kontynuacja
kierunku badan Promotora, Pana docenta Tomasza Grabowskiego nad
przeniesieniem wiasnosci fizykochemicznych badanej budowy lekow iich
gromadzenia w tkankach na wzory algebraiczne (Grabowski T, Jaroszewski
JJ, Gad S.C., Feder M. Correlation between in silico physiochemical
characteristtics of drugs and their mean residence time in human and dog.
International Journal of Toxicology. 2012; 31(1):25-33).

Z obowigzku recenzenta pragne zwrdci¢ uwage na pewne
niedociagniecia  trudne do  wyeliminowania przy  opracowaniu
skomplikowanego materiatu i nie umniejszajace wartosci pracy.

Rozdziat dotyczacy metodyki badan laboratoryjnych jest napisany
bardzo szczegélowo i zawiera wszystkie niezbedne informacje o
stosowanych procedurach. Recenzent uwaza, ze niektére z informacji
mozna bylo nawet pomingé bez straty dla wartosci merytorycznej pracy.
Dotyczy to np. rozdziatu 8.7. ,.Synteza peptydéw badanych in vitro” wraz z
rycing 6. Rozdzial ten zawiera bowiem informacje dotyczace stricte
technicznych aspektow procesu syntezy chemicznej i wykracza poza
gtowny temat doktoratu.

Na stronie 29 i dalszych, przy omawianiu procesu selekcji
potencjalnie aktywnych czasteczek polipeptydow Autorka zaklada trzy
kolejne aminokwasy jako minimalng dlugo$¢ motywu agregacyjnego.
Powstaje wiec pytanie dlaczego dokonano wyboru takiego parametru, czy
trzy aminokwasy (czyli 9 kodonéw mRNA) majg wystarczajgcy potencjat
selekeyjny i czy nie powstaje ryzyko wyboru sekwencji przypadkowych?
Poniewaz epitopy Treg wykazujg charakter konserwatywny, to czy mozliwe
bylo wybranie dtuzszego motywu aminokwasowego do procesu selekcji?

Doktorantka powotuje sie¢ na dostep do bazy danych UniProtKB
jedynie w dniu 01.06.2016 (poz. 118) czy tak bylo rzeczywiscie?

W rozdziale 8.8. ,, Peptydy badane in vitro, rozpuszczalnos¢ i

przygotowanie do badan”, Autorka zaznacza, ze poszczeg6lne peptydy byly
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rozpuszczane w roznych roztworach, zaleznie od wypadkowego tadunku
czasteczek (Tabela 2.). Recenzent zdaje sobie oczywiscie sprawg, ze
rozpuszczalno$é peptydow w roztworach wodnych, zazwyczaj niezbgdna w
badaniach biologicznych, stanowi istotny problem. Czy mozna mie¢
pewnos¢, ze udziat takich rozpuszczalnikow organicznych jak acetonitryl,
kwas trifluorooctowy lub dimetylosulfotlenek pozostaje bez wplyw na
uzyskiwane wyniki? Czy sa jakies publikowane wczesniej prace
wykluczajace t¢ mozliwos¢?

W rozdziale Wyniki, Rycina 15 na stronie 62 brak jest opisu na osi
OX na obu wykresach.

W syntetycznie przeprowadzonej dyskusji Doktorantka unika zbgdnych
dtuzyzn, ale uzyskane nowatorskie wyniki zobowiazuja do przedstawienia
koncepcji dalszych badan.

Powotujac si¢ na swoje wlasne prace Autorka parokrotnie wspomina o
publikacji z 2016 r. (str. 25, str. 26, str. 27 dwa razy, str. 28). Tymczasem w
pismiennictwie pod pozycja nr 90 znajduje si¢ jedynie praca z 2015 roku.

Brak tez wyosobnionego fragmentu poruszajacego problem ograniczen
niniejszej dysertacji. Nawet najlepsza praca moze z takimi ograniczeniami
powstagé, a zdolno$¢ krytycznego spojrzenia na whasne osiagniecia to trudny,
a zarazem wazny dowod dojrzatosci naukowe;.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska zostata dobrze wykonana. Wnosi ona wazne i nowe informacje do
naszej wiedzy na temat mozliwosci projektowania, produkowania i
weryfikacji tregitopéw w celach badawczych i przedklinicznych.
Otrzymane wyniki moga zaowocowa¢ planami prob klinicznych w celu
terapeutycznego zastosowania nowych czasteczek.

Autorka poprawnie opracowata réznorodny i nowoczesny metodyczny
warsztat naukowy oraz wykazala si¢ umiejetnoscia opracowania i

interpretacji otrzymanych obszernych danych eksperymentalnych.
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Rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o

stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pézn.zm.)

Zatem mam zaszczyt przedstawi¢
Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu
wniosek o dopuszczenie
Pani Krystyny Okoniewskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednocze$nie stawiam wniosek o wyréznienie ocenionej pracy po
spelnieniu wymogéw formalnych. 7
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Prof. dr hab. n. med. Bogustaw OKopien




