Lublin, dma 17 czerwcaa 2019 roku

OCENA
dysertacji doktorskiej mgr Rafala Seredynskiego pod tytulem
»Badania aktywno$ci wybranych metaloproteinaz macierzy w liniach komérkowych

poddanych procedurze terapii fotodynamicznej”

Badania naukowe prowadzone w Zakladzie Fizykochemii Drobnoustrojow, Instytutu
Genetyki 1 Mikrobiologii, Wydzialu Nauk Biologicznych, Uniwersytetu Wroctawskiego, z
udzialem promotora pracy doktorskiej prof. dr hab. Jana Gutowicza, ukierunkowane s3, miedzy
innymi, na analizy biochemii i funkcji enzyméw proteolitycznych (wsrod nich MMP-6w) oraz
wplyw réznych czynnikow na funkcje tych enzymdéw w stanach fizjologicznych i
patologicznych.

Gtoéwnym i oryginalnym zaloZeniem pracy doktorskiej mgr Rafata Seredynskiego byto
poznanie efektow dzialania procedury terapii fotodynamicznej z uzyciem kwasu 5-
aminolewulinowego na wlasciwosci i poziom aktywnosci metaloproteinaz macierzy
zewngtrzkomorkowej. Osiagnal to doktorant poprzez ocen¢ aktywnosci metaloproteinaz
macierzy 2 i 9; badanie aktywnosci MMP w liniach komérkowych; zymografie i zymografie
odwrocong (czyli ocene poziomu TIMP) oraz wplyw na to wszystko terapii fotodynamicznej z
uzyciem kwasu S-aminolewulinowego. Obserwowal réwniez wplyw SFCM i lizatow
komérkowych na aktywno$¢ oczyszczonych MMP. Z tych wzgledow temat i zakres badan
dysertacji doktorskiej uwazam za trafiony i interesujacy, gdyz uzupelnia nasza wiedze o
biochemii i funkcji metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej, w tym role w procesach

nowotworowych.

Oceniana rozprawa doktorska mgr Rafala Seredynskiego obejmuje 127 stron
standardowych tekstu, w tym 29 ilustracji (rysunkow, schematow, wykresow i fotografii) oraz
3 tabele. Jest podzielona na typowe dla rozpraw doktorskich czesci, czyli wstep i cel pracy, oraz
czes$¢ doswiadczalng podzielong na materialy i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie i
wnioski, bibliografie streszczenie po polsku i po angielsku oraz dodatkowy aneks (zawierajacy
2 zestawy elektroforegraméw i 1 tabelg).



Doktorant rozpoczyna swoja rozprawe¢ doktorskag od 20-stronicowego przegladu
literatury na temat MMP 2 1 9. Omawia same MMP 2 i 9, w tym aktywacje¢ proenzymow i
mechanizm katalizy (wyjatkowo dobrze dobrane schematy); regulacje ekspresji ich genow; i
ich endogenne inhibitory. Omawia takze udzial metaloproteinaz macierzy 2 i 9 w procesach
nowotworzenia. Dodatkowo skupia sie na istocie terapii fotodynamicznej z uzyciem kwasu 5-
aminolewulinowego. Cenne jest doprowadzenie cytowanych publikacji do najnowszych, co
dowodzi dobrego podejscia do doboru literatury oraz umiejetnego wykorzystywania zrodet..

Wstep jest znakomitym wprowadzeniem do dysertacji, cho¢ osobiscie dorzucilbym
jeszcze kilka zdan na poczatku o ogélnym podziale MMP-6w i ich pozycji w systemie
MEROPS. Che¢¢ na pare zdan o ,the light-dependent protein—protein interactions” jako
sktadniku mozliwych ,,przetacznikéw molekularnych” reagujacych na $wiatlo bylaby raczej, z
mojej strony, fanaberig recenzenta. I nie chodzi tu o rosliny, lecz takze o np. tkankowe grzyby

wyzsze 1 zwierzeta.

Co do celu pracy, to jest on przedstawiony w sposob zwiezly i klarowny, oraz
podkreslajacy oryginalno$¢ pracy. Ulatwia takze sledzenie przez czytajgcego nastepujacej po

nim czesci badawcze;j.

Materialy i metody s3 czytelne oraz przedstawione w sposob umozliwiajacy zaréwno
powtorzenie, jak i dokladniejsza analize badan w przysztosci. Odczynniki oraz aparatura
badawcza zostaly przedstawione w klarowny sposob. Reakcja fotodynamiczna dla ulatwienia
zostala zilustrowana schematem na rysunku 5. Dwie rzeczy pobudzaja mnie leciutko do
dyskursu. Pierwsza to, raczej poza dysertacja, porOwnanie substratéw biatkowych i
syntetycznych (w tym tych do fluorometrii). Wiem, ze te drugie s i wygodniejsze, i lepsze w
standaryzacji, ale... Druga to termin zymografia odwrocona. Poniewaz takowa istnieje takze
dla proteaz, czy nie wygodniej byloby mowié o zymografii (elektroforezie?) inhibitorow?
Urozmaicone metody badawcze §wiadcza o wszechstronnym i krytycznym podejsciu mgr
Rafata Seredynskiego do podjgtego problemu badawczego. A ich uzycie dowodzi znajomosci

trafnego dobierania metod do zalozonego celu naukowego.

Wyniki opisane sa bardzo dobrze, a ich opracowanie graficzne jest poprawne i czytelne.
Dla osoby zajmujacej si¢ enzymologia niejako ,,mOwig same za siebie”. Sumarycznie rozdziat
ten czyta si¢ plynnie i nalezy uzna¢ go za wyjatkowo dobra cze$é rozprawy doktorskiej mgr
Rafata Seredynskiego, bedaca rownoczesnie pelng realizacja zalozonych celow pracy. Nalezy



podkresli¢ bardzo dobrg jakos¢ otrzymanych zymograméw i zymograméw odwroconych (ktore
same z siebie s3 trudne do wykonania w wysokiej jakosci i czytelno$ci) oraz immunodetekcii.
A takze bardzo dobre wyniki z uzyciem linii komorkowych (cho¢ wielu badaczy kreci juz
nosem na badania z ich uzyciem) i ,,western blot”.

Dyskusja wynik6w jest wnikliwa i do$¢ obszerna (nawet w moim subiektywnym
odczuciu za obszerna), daje tez mozliwos¢ zestawienia wynikow doktoranta z wynikami innych
badaczy tematu i dyskusj¢ z nimi. Dowodzi to rowniez zapoznania si¢ doktoranta z optymalnym
doborem technik i narzedzi badawczych do analizy zagadnienia. Parg rzeczy do polemiki, ktore
mi si¢ nasunely przy czytaniu, nalezy uznaé za percepcje zagadnienia przez biochemika

- ogolnego, 1 jest do przedyskutowania w kuluarach.

Rozprawe konczy zwigzte Podsumowanie i wnioski, ktére sg istotnym brykiem dla
,»,080by postronnej” w stosunku do dyskusji wynikéw. Streszczenie w jezyku polskim i

angielskim stanowi klarowny skrét zawartosci dysertacji doktorskiej.

No i oczywiscie obszerna bibliografia, liczaca sobie 161 pozycji. Bardzo solidna, jak na

tak wyspecjalizowane zagadnienie, jakim jest dysertacja.

Drobniutenkie pomytki i literowki oraz pare zjawisk typu ,jest — nie ma”, ze wzgledu
na obszerno$¢ poruszanych zagadnien oraz duza ilo$¢ cytowan praktycznie nie maja znaczenia.
Powinny by¢ wylapane, w miare mozliwosci do kofica, przed opublikowaniem pracy lub jej
fragmentow. Istotnych bledow redakcyjnych, jezykowych czy nomenklaturowych nie
zauwazylem. Poprawno$¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna nie budzi

istotnych zastrzezen.

Powyzsze subiektywne uwagi i polemiki nie maja wplywu na wysoka merytoryczna
plynnie i z duzg przyjemnoscia. Jest jedng z licznych prac o MMP-ach, ale reprezentuje nieco

Swiezsze podejscie do zagadnienia i dzigki temu moze by¢ uwazana za oryginalng.

Reasumujgc, stwierdzam, ze praca doktorska Rafala Seredynskiego pod tytutem ,Badania
aktywnosci wybranych metaloproteinaz macierzy w liniach komérkowych poddanych
procedurze terapii fotodynamicznej” spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 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 pozn. zm.). W pelni odpowiada wymogom stawianym
rozprawom doktorskim, jest dobrze zaplanowana, starannie wykonana i bardzo dobrze
napisana. Jest takze przykladem rozwigzywania problemu naukowego z wykorzystaniem
roznych metod badawczych, zawiera elementy nowosci naukowej i dowodzi osiggniecia
zamierzonego celu. Otwiera rowniez perspektywe dalszego rozwoju naukowego mgr Rafata
Seredyfiskiego w wyznaczonym przez jego prace kierunku, a takze mozliwos¢ praktycznego
zastosowania rezultatow przedstawionych badah w badaniach terapeutycznych i praktyce
klinicznej. Moja subiektywna konkluzja jest taka, ze jest to jedna z najlepszych dysertacji

doktorskich jakie recenzowalem.

Uwzgledniajac wartos¢ poznawcza rozprawy doktorskiej i wykazang przez doktoranta
dobrg znajomos¢ problematyki przedktadam Radzie Naukowej Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroclawskiego wniosek o dopuszczenie mgr Rafata Seredynskiego do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Dodatkowo, ze wzgledu na wysoka ocene dysertacji doktorskiej, rekomenduje Radzie
Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroclawskiego wyréznienie rzeczonej rozprawy
doktorskiej stosowna nagroda.
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