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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Przemystawa Dudy
pt. ,Rola miesniowej izoformy fosfatazy fruktozo-1,6-bisfosforanu - FBP2 —
w indukcji dfugotrwatego wzmocnienia synaptycznego”,
wykonanej pod kierunkiem Promotora, prof. dr. hab. Dariusza Rakusa.

Rozprawa doktorska mgr. Przemystawa Dudy dotyczy molekularnych mechanizméw indukcji
diugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP, ang. long-term potentiation), kluczowego procesu
umozliwiajgcego formowanie sie pamieci. Autor rozprawy skupit sie na tzw. mieéniowej izoformie
fruktozo-1,6-bisfosfatazy (FBP2), enzymu katalizujagcego hydrolize fruktozo-1,6-bisfosforanu do
fruktozo-6-fosforanu i fosforanu nieorganicznego. Na poziomie subkomérkowym, kluczowymi
organellami biorgcym udziat w indukcji LTP sa mitochondria, dziatajace jako czynniki buforujace jony
wapniowe, naplywajace do neuronéw podczas stymulacji. Na poziomie molekularnym, jednym z
gléwnych regulatoréw LTP jest aktywnos$¢ zaleinej od wapnia/kalmoduliny biatkowej kinazy I
(CaMK2), ktéra reguluje dziatanie jonotropowych receptoréw NMDAR i AMPAR, odgrywajacych
gtéowna role we wczesnej fazie indukcji LTP. Wykorzystujac pierwotne linie komérkowe wyprowadzone
z hipokampéw myszy oraz szerokie spektrum metod biologii molekularnej i komérkowej
mgr Przemystaw Duda wykazat, ze FBP2 wspomaga proces LTP wptywajgc zardwno na funkcjonowanie
mitochondriéw, jak i na dziatanie CaMK2. Oddziatujac z mitochondriami, FBP2 petni wobec nich role
ochronng, przeciwdziatajagc ich pecznieniu powodowanemu przez stres wapniowy. Z kolei
oddziatywanie z CaMK2 ufatwia jej aktywacje, co w rezultacie umozliwia indukcje LTP.

Rozprawa ma ukfad typowy dla prac doktorskich i sktada sie ze 124 stron, podzielonych na
glowne rozdziaty (Cel pracy, Wstep, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja, Bibliografia). Prace otwiera
Streszczenie, przedstawione w dwoéch wersjach jezykowych, polskiej i angielskiej, a zamykajg dwa
rozdziaty dodatkowe, zawierajace spis publikacji i wystapien konferencyjnych Autora, a takze Errata,
korygujaca btednie w rozprawie opisang i przedstawiong Rycine 28.

W Streszczeniu Autor zwiezle opisuje przedmiot swoich badan, FBP2 i przedstawia role tego
enzymu w procesie ochrony mitochondriéw przed stresem wapniowym. Opisuje tez role wapnia w
procesach neuroplastycznosci. W ostatnim akapicie Streszczenia Autor przedstawia uzyskane wyniki
oraz wyciggniete na ich podstawie wnioski dotyczace roli FBP2 w molekularnych procesach
formowania pamieci i uczenia sie.

We Wstepie wyczerpujaco przedstawiono informacje dotyczace metabolizmu weglowodandw
w tkance nerwowej, w tym roli wielofunkcyjnych biatek z grupy ,,moonlighting”, ze szczegélnym
uwzglednieniem FBP2. Autor szczegétowo opisuje rowniez budowe i funkcje mitochondriéw, ich role
w sygnalizacji z udziatem jonéw wapniowych, apoptozie i aktywnosci neuronéw. W koricowych
podrozdziatach Wstgpu przedstawiono neurofizjologiczne podstawy uczenia sig¢ i pamieci, w tym
szczegbtowy opis budowy anatomicznej hipokampa. Rozdziat koriczy opis roli LTP w procesie
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formowania sie pamigci. Informacje przedstawione we Wstepie sg opatrzone starannie opracowanymi
rycinami, utatwiajgcymi zrozumienie opisywanych reakcji biochemicznych i szlakéw sygnatowych.

Rozdziat Materialy i Metody zawiera skrupulatny opis wykorzystanych przez Autora technik
biologii molekularnej i komérkowej, pozwalajacy na odtworzenie przeprowadzonych eksperymentéw
w niezaleznym laboratorium. Przygotowujac rozprawe Doktorant wykorzystat zaréwno techniki
tradycyjne (SDS-PAGE, Western blot, barwienia immunocytochemiczne), jak i wielkoskalowe
(spektrometria mas) i fizykochemiczne (analiza transferu energii rezonansem Foerstera (FRET)).

Wyniki przedstawiono w postaci starannie zredagowanych rycin przedstawiajacych zdjecia
mikroskopowe, wykresy, fotografie zeli elektroforetycznych i hybrydyzacji Western blot. Rycinom
towarzyszy rozbudowany komentarz, ulatwiajacy czytelnikowi zorientowanie sie w znaczeniu
przedstawionych wynikéw.

W rozdziale Dyskusja Doktorant komentuje uzyskane wyniki w szerszym kontekscie znaczenia
sygnalizacji wapniowej w LTP, skupiajac sie gidwnie na roli FBP2 jako czynnika chronigcego
mitochondria przed stresem wapniowym, a takze jej decydujacej roli w aktywacji CaMK2 podczas
indukcji LTP. O dojrzatosci naukowej Doktoranta $wiadczy fakt, ze opierajac sie na uzyskanych
wynikach, proponuje nowe, wymagajace zbadania zagadnienia: postuluje miedzy innymi potrzebe
scharakteryzowania miejsc oddziatywania miedzy FBP2 a CaMK2, a takze poszukiwania odpowiedzi na
pytanie ktéra frakcja FBP2 (cytozolowa czy mitochondrialna) bierze udziat w aktywacji CaMK2.

Autor zna i biegle cytuje najnowsze pismiennictwo dotyczgce tematyki rozprawy: na 180 pozycji
Bibliografii, 58 (ponad 30%) pochodzi z ostatnich 10 lat. Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze w
rozprawie cytowane sg pozycje Zrodtowe w jezyku angielskim i francuskim: przedstawiajac historie
odkry¢ dotyczacych hipokampa Doktorant siegnat do prac Hebba i Cajala opublikowanych w pierwszej
potowie XX w.

Funkcja recenzenta naktada na mnie obowigzek krytycznego komentarza odnosnie konstrukgji
pracy. Ponizej zamieszczam uwagi dotyczgce poszczegéinych rozdziatdw rozprawy.

e W rozdziale Streszczenie zabrakto niestety jasno. sformutowanej hipotezy i celu badan; nie
zdefiniowano réwniez pojecia LTP, co utrudnia czytelnikowi uchwycenie znaczenia odkry¢
dokonanych przez autora. Rozwiniecie skrétu LTP pojawia sie dopiero na 10 stronie rozprawy,
w Wykazie skrotéw, a jego definicja — na stronie 44, pod koniec Wstepu. Nie wyjasniono
réwniez znaczenia CaMK2 w LTP, co powoduje, ze dla czytelnika nie jest jasne, dlaczego fakt
zwiekszania aktywnoéci CaMK2 przez oddziatywanie z FBP2 czyni ten ostatni enzym ,nowym
czynnikiem regulatorowym LTP”.

e Wstep, jakkolwiek interesujacy i Swiadczacy o doskonalym przygotowaniu Autora do
podejmowanych w rozprawie badan, jest niestety za dtugi: liczy 36 stron, co stanowi prawie
potowe gldwnego tekstu rozprawy. Zrozumienia tekstu nie ulatwiaja liczne zdania
wielokrotnie zlozone, zajmujgce niejednokrotnie 6 (np. str. 28: caly podrozdziat o
wewnetrznej bionie mitochondrialnej to jedno dtugie zdanie) do 8 wierszy (np. ostatnie
zdanie na str. 37, kontynuowane na str. 38). Z przykroécig stwierdzitam, ze Autor popetnit
biad, przypisujac pte¢ meskq Constance Jeffery, autorce terminu ,moonlighting proteins”
(str. 18).

e W opisie Metod nie do korica jest jasne, co miat na mysli Autor piszac o ,zelach lustrzanych”
(str. 62) i ,elektroforezie lustrzanej” (str. 78). Czy byly to po prostu dwie prowadzone
réwnoczesnie elektroforezy? W rozprawie nie zdefiniowano tez pojecia , wspdtczynnika
Mandersa” (str. 59, 67).

s Analize statystyczng prowadzono z wykorzystaniem testu t-Studenta. Test t stuzy do
pordwnania dwdch grup danych. W rozprawie porownywano jednak wiecej niz dwie grupy



danych (np. Ryc. 7, 12, 25, 27, 31, 34), co sugeruje, ze wlasciwym rozwigzaniem byloby
wykorzystanie testu ANOVA w powigzaniu z analizg post-hoc (np. testu Dunnetta, dla uktadu
sktadajgcego sig z 1 grupy kontrolnej, do ktérej poréwnujemy kilka grup badanych, lub testu
Tukeya, w.przypadku poréwnywania wszystkich grup ze sobg). Test t zostat prawidtowo
wykorzystany do analizy danych zaprezentowanych na rycinie 28.

e W rozdziale Wyniki interpretacje obrazu zelu przedstawiajagcego  wyniki
koimmunoprecypitacji FBP2 i CaMK2 (Ryc. 16) utatwitoby wskazanie na rycinie, ktory prazek
przedstawia ktére biatko (FBP2 czy CaMK2a). Przedstawiony na panelu C Ryciny 19 skan
obrazu hybrydyzacji Western blot jest stabo czytelny i trudno na jego podstawie wnioskowa¢
o wyciszeniu FBP2. W rozprawie nie wyjasniono skrétu MAP2; nie podano tez informacji,
dlaczego sygnat fluorescencyjny pochodzacy od MAP2 byt wykorzystany do normalizacji
wynikdw pomiaru stopnia wyciszenia FBP2 (str. 82). Opisy osi Y na Rycinie 27 s3 stabo
czytelne.

e W obszernym opracowaniu naukowym jakim jest rozprawa doktorska trudno jest unikng¢
pewnych niedociggnie¢ badZ niewtasciwych sformutowan. Nalezy jednak podkresli¢, ze
rozprawa zawiera bardzo niewielkg liczbe bleddw typograficznych (np. ,bisforforanu”
zamiast ,bisfosforanu” (str. 20), ,,Ponad to” ,zamiast ,Ponadto” (str. 21), ,,od pottora- do
dwukrotnego wzrost pola powierzchni...” zamiast ,,od péftora- dwukrotnego wzrostu pola
powierzchni...” (str. 91), ,dystrybuuje” zamiast ,dystrybucje” (str. 100), brak kropki przed
~Jony wapniowe...” {str. 101)}. W kilku miejscach Autor popetnit btedy gramatyczne,
wynikajace zapewne z zasugerowania sie angielska sktadnig (np. str. 42. ,,...model {...), ktéry
spekulowat juz sam Ramon Cajal...” (w jezyku polskim spekuluje sie na jaki$ temat, a nie
»€08"), str. 63: ,z obecnosciq” zamiast ,w obecnosci”, ,dla precypitacji {...) uzyto...” zamiast
»do precypitacji (...) uzyto...”). Kilka wyrazen to ewidentne zapozyczenia z jezyka angielskiego
badz kolokwializmy powszechnie uzywane przez osoby pracujagce w laboratorium, np.
»~ekspresjonowane” (m.in. str. 14, 19, 20) zamiast ,wyraZane”, ,sensytyzowano” zamiast
Juwrazliwiano” (str. 61), ,Hodowle komérkowe utrwalano...”, zamiast ,Komorki
utrwalano...” (str. 57), czy ,...podwyiszone steZenie jonéw wapniowych (...} jest

przedtuzone...” (str. 100), (przedtuzony moze by¢ czas utrzymywania sie podwyzszonego

stezenia jonéw wapniowych).

Wymienione wyzéj uwagi krytyczne w niczym nie umniejszaja mojej wysokiej oceny rozprawy

doktorskiej mgr. Przemystawa Dudy; sg jedynie wskazdwka do tego, by w przysztych opracowaniach
naukowych Doktorant starat sie unika¢ tego typu niedociggniec.

Kazda dobra praca naukowa pobudza czytelnika do stawiania pytan. Nie inaczej stalo sie w

trakcie czytania tej interesujgcej rozprawy. W zwigzku z tym chciatabym prosié, by Doktorant odnidst
w trakcie obrony do nastepujacych zagadnien:

1.

Fruktozo-1,6-bisfosforan, substrat FBP2, dziata neuroprotekcyjne, wptywajac m.in. na ekspresje
gendw kodujacych czasteczki adhezyjne, aktywacje szlakéw indukowanych przez czynniki
transkrypcyjne (NFkB) i receptory btonowe (TLR4) (Seok i wsp., Int Immunopharmacol. 2015
May;26(1).203-11). Wykazano réwniez wptyw fruktozo-1,6-bisfosoranu na ekspresje
ko-transporteréw sodowo-potasowo-chlorkowych i potasowo-chlorkowych, kontrolujgcych
elektrochemiczny gradient jonéw chlorkowych w btonach neuronéw hipokamalnych (Ding i
wsp., Brain Res. 2013 Nov 20;1539:87-94). Moina zatoizy¢, ze zmiany w poziomie
ekspresji/aktywnosci FBP2 mogg przektada¢ sie na zmiany w stezeniu fruktozo-1,6-bisfosforanu,
a te z kolei na ekspresje genow. Czy zdaniem, Autora rozprawy, indukowane przez FBP2



wewnatrzkomorkowe zmiany w stezeniu fruktozo-1,6-bisfosforanu moga mieé jakie$ znaczenie
w mechanizmie indukcji LTP?

2. Odnosnie analizy metoda spektrometrii mas: z Tabeli przedstawionej na str. 79 wynika, Ze
biatkami o najwiekszym pokryciu sekwencji byly Mézgowe kwaséne rozpuszczalne biatko 1 i
Biatko zwigzane z MARCKS. Jak nalezy to interpretowac z punktu widzenia roli FBP2 w LTP?

3. Dyskusja str. 101: Autor wnioskuje, ze ,podwyzszone stezenie jonéw wapniowych w cytozolu
powoduje oddysocjowanie FBP2 od mitochondridw, zas podwyZszone [Ca2+] w mitochondriach
stymuluje ponowngq asocjacje FBP2 z tymi organellami”. Jaki moze by¢ mechanizm tych
indukowanych przez Ca?* zmian w oddziatywaniu FBP2 z mitochondriami?

4. Autor zaobserwowal, ze wyciszenie ekspresji FBP2 lub zahamowanie jej aktywnosci powoduje
hamowanie jgdrowej lokalizacji CaMK4 (Rycina 26). Jaki moze by¢ mechanizm tego zjawiska?

Podsumowujac, rozprawe doktorskg mgr. Przemystawa Dudy oceniam bardzo wysoko. Opierajac
sie na danych literaturowych Doktorant sformutowat oryginalng hipoteze badawcza, ktérg nastepnie
zweryfikowat przeprowadzajagc szereg prawidlowo zaplanowanych eksperymentéw. Umiejetnie
wykorzystujgc szerokie spektrum metod, Doktorant po raz pierwszy wykazat udziat FBP2 w
molekularnym mechanizmie dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego, w tym zdolnos¢ FBP2 do
regulacji aktywnosci CaMK2, biatka niezbednego do procedowania LTP. Mozna oczekiwa¢, ze wyniki te
sg dopiero poczatkiem fascynujacych odkry¢ dotyczacych roli FBP2 w procesach formowania sie
pamieci. Jak stusznie podkresiono w zdaniach konczacych rozprawe, odkrycia te moga postuzy¢ do
opracowania nowych strategii terapeutycznych choréb neurodegeneracyjnych.

Stwierdzam, ze rozprawa mgr. Przemystawa Dudy spetnia wymogi 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 péin. zm.) i wnioskuje do Rady Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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