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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Przemystawa Dudy
pt. ,,Rola miesniowej izoformy fosfatazy fruktozo-1,6-bisfosforanu- FBP2 -

w indukcji dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego”

Rozprawa doktorska mgr. Przemystawa Dudy pod tytulem ,,Rola migsniowej izoformy fosfatazy
fruktozo-1,6-bisfosforanu- FBP2 - w indukcji dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego” wykonana
zostala w Katedrze Fizjologii i Neurobiologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego, pod
promotorskg opickg prof. Dariusza Rakusa. Badania prowadzone w ramach doktoratu byly czg¢éciowo
finansowane z grantu Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu badawczego nr UMO-
2015/19/B/NZ1/00332.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania dotycza biatka zaliczanego do tzw. ,,moonlight
proteins”, ktore charakteryzujg si¢ tym, iz ich funkcja komérkowa moze zmieniaé si¢ w zaleznoéci od ich
lokalizacji w oganizmie. To zjawisko, mimo iz wydaje si¢ by¢é powszechnym, wcigZ nie jest dokladnie
poznane i jest bardzo aktualnym tematem we wspolczesnej biologii. Z roku na rok pojawiajg si¢ coraz
liczniejsze doniesienia na temat tych bialek. Okazalo si¢, ze wicle klasycznych enzymow metabolicznych,
np. enzymy szlaku glikolizy, ktorych dotyczy niniejsza rozprawa, nalezg do klasy ,,moonlights proteins” i
moga petnié inne funkcje zamiast funkcji metabolicznych.

Przedmiotem recenzowanej rozprawy jest migsniowy izoenzym fruktozo-1,6-bisfosfatazy 2
(FBP2). Podstawowg funkcjag tego enzymu jest regulacja resyntezy glukozy z prekursorow
nieweglowodanowych. Co ciekawe, proces ten nie wystepuje w komoérkach nerwowych. Poniewaz FBP2
jest obecny w neuronach, celem prezentowanej tu rozprawy doktorskiej bylo okreslenie roli, jakg FBP2
pemi w tych komérkach. W szczegdlnosci zalozeniem pracy bylo pokazanie roli FBP2 w indukowaniu i
podtrzymywaniu zjawiska diugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP).

Pan mgr Przemystaw Duda wykazal, ze podobnie jak w innych komoérkach, réwniez w neuronach
FBP2 moze translokowaé do mitochondriow. Pokazal, Zze asocjacja ta jest zalezna od LTP, a
doswiadczenia prowadzone w warunkach kontrolowanego stezenia wapnia wykazaly, ze zjawisko to

dobrze koreluje z kinetyka stresu wapniowego w mitochondriach i cytozolu. Doktorant zaproponowal
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model, wg. ktéorego FBP2 chroni mitochondria w trakcie stresu wapniowego oraz pomaga utrzymaé
réznicg potencjaldw w poprzek blony mitochondrialnej. Pan Przemystaw Duda pokazal zwigzek
pomigdzy nicenzymatyczng funkcjg biatka FBP2 oraz jego strukturg czwartorzedows oraz wytypowat
nowych bialkowych partneréw FBP2. Nastepnie przeprowadzit analiz¢ odziatywania FBP2 z wybranym
biatkiem CaMK2 zaréwno w modelach in vitro, jak i w zywej komorce. Catosé rozprawy uzupetniajg
elegancko przeprowadzone, we wspolpracy z dr. Tomaszem Wojtowiczem, doswiadczenia
elektrofizjologiczne.

Rozprawa doktorska zostala napisana w jezyku polskim, liczy 123 strony (plus errata), a jej uklad
jest typowy dla oryginalnych publikacji naukowych o charakterze do§wiadczalnym. Praca zostata dobrze
napisana, bardzo ladnym jezykiem, i jest ilustrowana 34 kolorowymi rycinami, ktore ulatwiaja
zrozumienie i interpretacj¢ wynikoéw. Na koncu umieszczona jest lista publikacji i wystapien
konferencyjnych. Rozprawa poprzedzona jest streszczeniem w j. polskim i angielskim, spisem treéci oraz
listg skrotow. Cel pracy jest jasno sformulowany. Rozdzial Wstgp jest bardzo obszerny (37 stron) i
zestawia wszystkie wazne wiadomosci potrzebne do zrozumienia rozprawy. Obejmuje on opis glikolizy
oraz enzymoOw biorgcych udzial w metabolizmie weglowodanow, a takze opis struktury 1 funkcji
mitochondriow. Znaczng cze§é Wstgpu stanowi doskonale wyjasnienie neurofizjologicznych i
molekularnych podstaw pamigei i uczenia, a zawarte w nim treSci §wiadcza o znajomosci aktualnego
pismiennictwa. Mimo, Ze wstgp jest dobrze napisany pod wzglgdem zar6wno jezykowym jak i
merytorycznym, to mozna w nim znalez¢ niezreczne sformulowania, np. okreélenia ,,proteina” zamiast
bialko.

Rozdziat Materialy i metody jest takze obszerny (15 stron), co jest usprawicdliwione potrzeba
wprowadzenia do szeregu stosowanych przez Doktoranta metod do$wiadczalnych. Jestem pod wrazeniem
réznorodnoéei technik wykorzystywanych przez mgr. Dud¢ w celu weryfikacji stawianych w pracy
hipotez.

Najwazniejszym elementem rozprawy jest 16 stronicowy rozdzial Wyniki. Sklada si¢ on z pigciu
czeSci. W pierwszej Doktorant pokazatl subkomoérkowa lokalizacje FBP2 w komodrkach nerwowych.
Brakuje tu jednak wykazania, Ze stosowane przez Doktoranta przeciwcialo rzeczywiscie znakuje FBP2 w
neuronach w hodowli pierwotnej. Watpliwosé, co do specyficznosci stosowanego przeciwciata dotyczy
wszystkich wynikéw z rozdzialu 4.1 oraz cze$ci wynikéw z rozdziatu 4.5 (Rycina 19). W kolejnym
podrozdziale pokazany zostat wptyw FBP2 na pecznienie mitochondriéw. W tym doswiadczeniu
stosowano ludzkie FBP2 natomiast mitochondria izolowano z mysich hodowli hipokampalnych. W

przypadku takiego mieszania gatunkéw nalezaloby przedyskutowaé, dlaczego zaktada sig, Ze w tym
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przypadku biatko bedzie funkcjonalne. W kolejnym rozdziale Doktorant pokazat efekt oddziatywania
FBP2 na mitochondria w funkcjonalnej analizie in vitro. W iloSciowej analizie i interpretacji wynikow
zmian polarnosci mitochondriéw z czasem trwania LTP zastanawia mnie dlaczego w chwili czasu t=0
wszystkie z analizowanych prob nie przyjmuja jednakowej wartosci, skoro w chwili czasu t=0 wszystkie
neurony s3 neuronami kontrolnymi (Rycina 13). W kolejnym rozdziale mgr Duda przedstawit wynik
analizy bialek oddzialujacych z FBP2, a nastepnie skupil si¢ na wykazaniu, ze FBP2 oddzialuje z
biatkiem CaMK2 co pokazal przy uzyciu dwoch niezaleznych metod. Obydwie z uzytych metod
(koimmunoprecypitacja i FRET) czesto prowadza do artefaktow, i tym samym, wymagajg wielu kontroli.
Niestety, takie kontrole nie znalazty si¢ w doktoracie. W przypadku eksperymentow FRET brakuje np.
kontroli z bialkicm, o ktérym wiadomo, ze nie oddzialuje z FBP2. Dodatkowo nie widomo, jak liczona
byla odleglo$¢ pomiedzy chromoforami. W ostatnim, najobszerniejszym, podrozdziale Wynikow,
Doktorant pokazal bezposredni wptyw FBP2 na indukcjg LTP. Zgodnie z przedstawionymi danymi brak
FBP2 w ukladzie do$wiadczalnym (wyciszenie przy uzyciu shRNA FBP2) prowadzi do braku ekspresji
genéw wezesnej odpowiedzi komérkowej, a tym samym do braku powstania §ladu pamigciowego. Dzieje
sic tak, poniewaz brak FBP2 skutkuje brakiem translokacji CaMK4 do jadra komérkowego po
wzbudzeniu. Doktorant, we wspdlpracy z dr. Tomaszem Wojtowiczem, pokazal, ze zardwno wyciszenie
ckspresji biatka FBP2, jak i jego inhibicja, prowadza do upos$ledzenia LTP (braku wzrostu
elektrofizjologicznych wyznacznikéw LTP) (Rycina 27). Nastepnie Doktorant dowodzi bezposredniego
wplywu FBP2 na kataliz¢ autofosforylacji CaMK2, gléwnego czynnika odpowiedzialnego za indukcjg
LTP, oraz na CaMK2-zaleina fosforylacje GSK3p. Niestety, wyniki te nie s3 przekonujgce. Phospho
T286 CaMK20a powinna pojawiaé sig na zelu SDS-PAGE na wysokosci odpowiadajgcej 50 kDa, a nie 37
kDa, jak to ma miejsce na Rycinie 28. Na kolejnych Rycinach (29-31) prezentujacych wyniki uzyskane w
mysich hodowlach hipokampalnych Doktorant stosuje produkowane w myszy przeciwcialo anty-
phosphoT286-CaMK2a,, co moze generowaé potencjalne artefakty. Taka konstrukcja tego eksperymentu
wymaga przedyskutowania. Podobny problem pojawia si¢ na Rycinach 32-34, gdzie mysie anty-phospho
S9 GSK3P uzywane jest w mysiej hodowli. Nalezaloby pokazaé kontrole negatywng do reakcji
immunocytochemicznych, w ktdrej nie zastosowano przeciwciata I-rzgdowego.

W rozdziale Dyskusja (8 stron) Doktorant dobrze opisat i przedyskutowat wyniki, ktére otrzymat,
co pozwolito mu na zaproponowanie modelu oddziatywania FBP2 z mitochondriami w stresie
wapniowym. Nieliczne uwagi do tego rozdziatu rozprawy dotycza przede wszystkim braku propozycji

mechanizmu w jaki sposéb FBP2 reguluje aktywacje CaMK4 po indukcji LTP czy podkreslenia faktu, ze
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inhibitor FBP2 nie wplywa na bazowsg transmisj¢ pobudzajaca co dodatkowo przemawia za brakiem
metabolicznych funkcji FBP2 w neuronach.

Podsumowujgc, pomimo wymienionych powyzej szczegdlowych uwag krytycznych, rozprawe
doktorskg Pana mgr. Przemystawa Dudy oceniam bardzo wysoko. Praca jest doskonale napisana. Zawarte
w pracy wyniki poszerzaja nasza wiedz¢ na temat mechanizméw rzadzacych pamigeig i uczeniem sig.
Jednocze$nie, biorac pod uwage wysoki poziom merytoryczny pracy, szeroki wachlarz niezaleznych
technik eksperymentalnych uzytych w celu weryfikacji stawianych hipotez oraz imponujacy zakres
przeprowadzonych badan, wnioskuj¢ o jej wyrdznienie. Rozprawa doktorska spetnia 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. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767). Wnoszg, wigc do
Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie

Pana mgr. Przemystawa Dudy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jakub Wiodarczyk



