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Ocena

pracy doktorskiej mgr Pawla Serka
pt.: ,Biochemiczna i immunologiczna charakterystyka porownawcza
bakteryjnych bialek enolazowych oraz ich rola receptorowa

dla plazminogenu ludzkiego”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. med. Andrzeja Gamiana

Oceniana praca dotyczy charakterystyki wybranych wlasciwosci
biologicznych enolazy izolowanej z cytozolu i blony zewnetrznej komorek
bakterii  Salmonella enterica Typhimurium. Enolaza jest enzymem
glikolitycznym, wprawdzie znanym od 1934 roku, jednak dopiero w latach 90-
tych zaczeto uzyskiwaé dane wykazujace jej nieenzymatyczne funkcje. Dobrze
juz udokumentowano, ze enolaza wystepuje w cytozolu réznych komoérek
eukariotycznych, jak réwniez prokariotycznych oraz jest wyeksponowana na ich
powierzchni. Wiadomo obecnie, Ze enolaza powierzchniowa stanowi biatko
receptorowe dla plazminogenu, zapewniajac jego konwersje do aktywne]
plazminy, katalizujgcej fibrynolize, a takze rozpad wielu substancji
miedzykomoérkowych i czasteczek blony podstawnej. System aktywacji

plazminogenu wydaje si¢ odgrywaé kluczowa role w wielu procesach




fizjologicznych i patofizjologicznych u czlowieka, w tym zwigzanych z
inwazyjnoscia i patogenno$cig drobnoustrojow, rozwojem 1 tworzeniem
przerzutdéw nowotwordéw zlosliwych, a takze z indukcja autoimmunizacji. Ze
wzgledu na powyzsze, enolazy bakteryjne sg w ostatnich latach przedmiotem
intensywnych badan, jako wielofunkcyjne biatka, promujgce rozwo) zakazen i
autoimmunizacje. W kontekscie powyzszych danych, temat pracy jest wiec
catkowicie uzasadniony, podejmuje bowiem aktualne i oryginalne zagadnienie.

Praca ma uktad typowy dla rozprawy doktorskiej. Liczy 94 strony
wydruku komputerowego, jest podzielona na wstep, z wydzielonym celem
pracy, czes¢ metodyczng, prezentacje wynikoéw i dyskusje z wnioskami. Autor
cytuje 263 pozycje pisSmiennictwa, z czego okoto 40 % stanowig pozycje z
okresu ostatniej dekady. Praca jest ilustrowana 17 rycinami i 2 tabelami.

We wstepie pracy przedstawiono aktualne dane opisujace strukture i
funkcje enolazy ludzkiej oraz bakteryjnej ze szczegdlnym uwzglednieniem
udziatlu tego bialka w procesach patofizjologicznych u cztowieka. Jednoczesnie,
Autor bardzo obszernie scharakteryzowal aktualnie obowigzujgca taksonomig
bakterii z rodzaju Salmornella, ich chorobotworczos¢, zwlaszcza pateczek
Salmonella nie-durowych (wywolujacych zatrucia pokarmowe i salmonelozy),
epidemiologie i leczenie zespolow chorobowych. Autor wskazat na powazne
znaczenie narastajacej lekoopornosci pateczek Salmonella. Jednak szkoda, ze w
tym kontekscie nie zwrdcono uwagi na wystepujace w ostatnich latach, rowniez
w Europie wielolekooporne szczepy Salmonella enterica Typhimurium (szczepy
DT104). Cze$¢ wstepna stanowi szerokie studium wiedzy o enolazie i
bakteriach z rodzaju Salmonella. Jednak, wiele informacji 1 cytowan
literaturowych (ok. 76%) zwlaszcza dotyczacych réznych aspektéw klinicznych
i epidemiologicznych zakazeh pateczkami Salmonella nie jest bezposrednio
zwiazanych z tematem pracy.

Cel pracy i zadania badawcze zostaly jasno przedstawione, a nastgpnie

konsekwentnie realizowane. Autor w pierwszym etapie pracy, stosujagc metody
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biochemiczne (frakcjonowanie masy bakteryjnej, technike chromatografii
jonowymiennej, analize spektrometrii mas sprzezona z chromatografig
cieczowa) otrzymal enolazg cytozolowa i blonowsg z komorek Salmonella
enterica Typhimurium (PCM 2565), a ponadto wyizolowat ludzkg beta-enolaze
z homogenatu mig¢s$ni poprzecznie prazkowanych oraz plazminogen ludzki z
osocza, przy uzyciu chromatografii powinowactwa. Jednoczesnie, opracowano
test immunoenzymatyczny ELISA dla wykrywania kréliczych immunoglobulin
przeciwko  enolazie  cytozolowej  Salmonella  oraz  dla  badan
immunoreaktywnosci tego biatka z surowicami, pochodzacymi od chorych z
reumatoidalnym zapaleniem stawéw z 4 Szpitala Wojskowego we Wroctawiu.
W drugim etapie pracy przeprowadzono badania wilasnosci receptorowych
uzyskane]j bakteryjnej enolazy blonowej dla plazminogenu ludzkiego, stosujac
technike immunoblotingu. Dwa kolejne etapy badan polegaly na analizach
reaktywnosci btonowej i cytozolowej enolazy bakteryjnej z przeciwciatami
wobec alfa- oraz beta-enolazy ludzkiej, a takze — na ocenie reaktywnosci
bakteryjnej enolazy cytozolowej z surowicami pochodzacymi od chorych z
reumatoidalnym zapaleniem stawdéw. W pracy zastosowano nowoczesne
biochemiczne techniki badawcze, odpowiadajgce  migdzynarodowym
standardom, co jest niewatpliwg zastuga Prof. dr hab. Andrzeja Gamiana —
Kierownika Katedry Biochemii Lekarskiej UM we Wroctawiu i promotora tej
pracy.

Uzyskane rezultaty zostaly opisane oraz udokumentowane w tabelach i na
rycinach. Jednak szkoda, ze wyniki zwlaszcza etapu I nie zostaly przedstawione
klarowniej, natomiast komentarze metodyczne powinny by¢é bardziej
uporzadkowane. Przyktadowo, Autor prezentuje immunobloting z enolaza
cytozolowa Klebsiella pneumoniae (str. 41 i 56), jednak brak jest danych
odnosnie jej pochodzenia i otrzymywania, podobnie brak jest danych odnosnie
pozyskiwania fragmentéw ludzkich migsni poprzecznie prazkowanych (str. 40).

Z kolei, dwa rézne opisy metodyczne  opracowanego  testu



immunoenzymatycznego ELISA (str. 38 i 42) dla wykrywania kréliczych
przeciwcial oraz immunoreaktywno$ci z surowicami pacjentow =z
reumatoidalnym zapaleniem stawéw wobec enolazy cytozolowej Salmonella,
przedstawione w jednym opisie w dwoch wariantach bylyby bardziej
przejrzyste. Autor wykazal, ze przeciwciala przeciwko ludzkiej alfa- i beta-
enolazie rozpoznaja enolazowe biatko blony zewnetrznej pateczek Salmonella.
Jednoczesnie, udokumentowal reaktywnos¢ krzyzowa enolazy btonowej i
cytozolowej pateczek Salmomella z przeciwciatami skierowanymi przeciwko
enolazie cytozolowej Klebsiella pneumoniae. Ponadto, potwierdzil wigzanie
otrzymanego plazminogenu do enolazowego biatka blonowego Salmonella
(frakcji nr 95). W badaniach surowic pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem
stawow stwierdzono obecno$¢ przeciwciat klasy IgG i IgM reaktywnych z
enolaza cytozolowa Salmonella, co sugeruje udzial bialek enolazowych w
etiopatogenezie tej autoimmunologicznej choroby.

W dyskusji omoéwiono otrzymane wyniki wiasne i w odniesieniu do
aktualnego piSmiennictwa. Dyskusja jest szczegétowa, dobrze przeprowadzona,
podejmuje szereg aspektow zagadnienia. Swiadczy to o dobrym teoretycznym
przygotowaniu doktoranta, o jego dojrzalo$ci naukowe;.

Whnioski pracy wynikajg z rezultatow przeprowadzonych badan i sg
merytorycznie uzasadnione.

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze wymienione uwagi nie obnizajg
wartosci merytorycznej pracy, a moga byé przydatne Autorowi w dalszych

badaniach i przygotowaniu publikacji.

Oceniana rozprawa doktorska spetnia 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 péZzn. zm).



Dlatego mam zaszczyt wnie$¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o przyjecie tej rozprawy doktorskiej
i dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, w

moim przekonaniu praca zastuguje na wyréznienie i nagrode.
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