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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Janusza Wisniewskiego pt. , Strukturalne podstawy niemetabolicznych
funkcji miesniowych izoenzymoéw fruktozo-1,6-bisfosfatazy, fosfogliceromutazy i aldolazy”

Temat przestanej do oceny rozprawy doktorskiej jest aktualny i wazny ze wzgledéw
poznawczych. Dotyczy bowiem poznania zwigzku pomiedzy strukturg miesniowych izoform:
aldolazy, fosfogliceromutazy oraz fruktozo-1,6-bisfosfatazy, a ich funkcjg niezwigzang z
metabolizmem. Jest to zagadnienie niezmiernie aktualne w $wietle licznych doniesiert o nowych
funkcjach znanych biatek, niezwigzanych z ich dziataniem jako enzymoéw, co nierozerwalnie
zwigzane jest ze szczegétowym zbadaniem struktury tych biatek. Jest to szczegdlnie wazne w
patologii chordb cztowieka, gdzie coraz wieksze znaczenie przypisuje sie zmianom konformacji
biatek. Prezentowane w tej rozprawie wyniki sg kontynuacjg i rozwinieciem badan zespotu prof.
Dariusza Rakusa, promotora rozprawy.

Wyniki uzyskane w czasie realizacji rozprawy doktorskiej zostaty juz opublikowane w
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, Oncotarget i Acta Crystalogr D Struct Biol., ktérych
doktorant jest wspétautorem.

W toku prowadzonych badan doktorant wykazat, ze miesniowy izoenzym fruktozo-1,6-
bisfosfatazy w stanie T jest bardziej odporny na denaturacje termiczng niz w stanie R, czego nie
zaobserwowano dla izoformy watrobowej tego biatka. Niezwykle interesujgce sg wyniki
Doktoranta dotyczgce form oligomerycznych miesniowego biatka fruktozo-1,6-bisfosfatazy. Pod
nieobecnos¢ efektoréw allosterycznych i substratéw w roztworze wodnym biatko to wystepuje
zarébwno w formie monomerycznej, dimerycznej, ale takze tetramerycznej i oktamerycznej.
Obecnos¢ efektora allosterycznego — AMP — powoduje, ze izoenzym ten wystepuje prawie
wyfacznie w formie tetramerycznej, a marginalny jest udziat pozostatych form oligomerycznych.

Do przejscia izoenzymu miesniowego w obecnosci AMP w forme tetrameryczna niezbedna jest
obecnos$¢ reszty leucyny w pozycji 190. Doktorant dokonat badan pozwalajgcych na
stwierdzenie, ze w jadrach komdrkowych akumulowana jest forma tetrameryczna izoenzymu



miesniowego fruktozo-1,6-bisfosfatazy. Przejscie w forme dimeryczng powoduje eksport tego
biatka z jadra komdrkowego. Z kolei forma dimeryczna miesniowego izoenzymu fruktozo-1,6-
bisfosfatazy odpowiedzialna jest za oddziatywanie z mitochondriami, a takze chroni te organelle
przed stresem wywofanym zwiekszonym stezeniem wapnia.

Przeprowadzone przez mgr Janusz Wisniewskiego badania wykazaty, ze pomimo duzego
podobienstwa strukturalnego do izoformy | (PGAM1) fosfogliceromutaza 2 (PGAM2) nie posiada
reszty tyrozyny ulegajacej fosforylacji, co wptywa na odmienne witasciwosci tego biatka. Wydaje
sie, ze PGAM2 jest przede wszystkim biatkiem regulatorowym petnigcym swoja role dzieki
specyficznym oddziatywaniom biatko-biatko. W komérkach nowotworowych (linia KLN-205)
fosfogliceromutaza tworzy stabilne kompleksy z RNA lub rybonukleoproteinami w jaderkach.
Stosunkowo najmniej uwagi Doktorant poswiecit badaniom struktury aldolazy A i jej
nieametabolicznej funkcji. Wykazat jedynie, ze struktura drugo-, trzecio- i czwartorzedowa
rekombinowanej ludzkiej aldolazy A wykazuje bardzo duze podobienstwo do modelu struktury
z organizmu cztowieka i kroélika.

Rozprawe doktorskg rozpoczyna obok Streszczenia, Wykazu skrétéw, Spisu tresci, rozdziat Cele
naukowe pracy. W mojej ocenie jest to bardziej forma streszczenia niz wyznaczenie celéw
badawczych. Niemniej jednak po zapoznaniu sie z przedtozong rozprawa doktorskg uwazam, ze
zatozone cele podjetych badan zostaty w petni zrealizowane przez Doktoranta przy zastosowaniu
odpowiednich i nowoczesnych metod badawczych.

Nastepnym rozdziatem jest Wprowadzenie obejmujgce 27 stron. Przedstawiono w nim
wyczerpujgce kompendium wiedzy o najwazniejszych wtasciwosciach badanych enzymow
(fruktozo-1,6-bisfosfatazy, fosfogliceromutazy i aldolazy), a takze znaczeniu tych biatek w
kardiomiocytach i komérkach nowotworowych. W mojej ocenie ta czes¢ rozprawy doktorskiej
napisana jest dobrze i wyczerpujgco. Musze jednak, ze wzgledu na role recenzenta, zwrécic
uwage na pare drobnych bteddéw i niescistosci, ktére znalazty sie w tym fragmencie rozprawy
doktorskiej. Doktorant na rysunku 2.4 - schemacie glikolizy - btednie zaznaczyt reakcje
katalizowang przez fruktozo-1,6-bisfosfataze (zamienione sg strzatki z fosfofruktokinazg).
Ponadto zamiast pojecia , glikogenogeneza” w kilku miejscach rozprawy uzywa sformutowania
»glikoneogeneza”. Musze zwrdci¢ tez uwage na niektére mato precyzyjne biochemicznie
okreslenia: - str. 21 napisano: , W czasie stresu wywotanego intensywnym wysitkiem lub
niedokrwieniem serce zwieksza swojg zaleznos¢ od innych substratow energetycznych, takich
jak: glukoza, ciata ketonowe, aminokwasy...”. Tymczasem w takich warunkach wazniejszym od
wymienionych substratéw energetycznych dla kardiomiocytdw jest mleczan.

- str. 23 - reakcja przeksztatcenia pirogronianu do acetylo-CoA jest katalizowana przez kompleks
dehydrogenazy pirogronianowej, a nie przez dehydrogenaze pirogronianowg, ktdra jest tylko
czescig tego kompleksu.

Biorgc pod uwage metodyke pracy, to doktorant moze pochwali¢ sie znajomoscig najnowszych
technik badawczych zaréwno z zakresu biologii molekularnej, oczyszczania biatek jak i
krystalografii. Opis metodyczny jest wyczerpujacy i poprawny. Doktorant jednak charakterystyke
linii komdérkowych — kardiomiocytéw, czy nowotworowych powinien umiesci¢ w rozdziale
Materiaty i Metody, a nie we Wprowadzeniu.



Wyniki badan, zarowno ryciny jaki ich opis sg przedstawione poprawnie i czytelnie. Sposéb
przeprowadzenia doswiadczen jest poprawny i nie nasuwa uwag krytycznych.

Z analizy publikacji zataczonych na koncu rozprawy doktorskiej wynika, ze wiekszos$¢ uzyskanych
przez doktoranta wynikéw zostata juz opublikowana i to w prestizowych czasopismach. W
ocenie recenzenta jest to duze osiggniecie doktoranta i powinno by¢ podkreslone i wyraznie
zaznaczone przy prezentowanych wynikach.

Rownoczesnie z przedstawionymi rezultatami badan przeprowadzona jest dyskusja wynikéw.
Jest ona ciekawa i dobrze napisana. Oceniajgc dyskusje moge stwierdzi¢, ze otrzymane wyniki
zostaty przez doktoranta dobrze przedyskutowane i skonfrontowane z danymi z piSmiennictwa, a
ich interpretacja jest wnikliwa i ostrozna. Swiadczy to o dobrej znajomosci poruszanej w pracy
problematyki oraz dobrej znajomosci piSmiennictwa w zakresie prowadzonych badan.

Na zakoniczenie zostaty przedstawione najwazniejsze wnioski z uzyskanych wynikéw. Whnioski sg
prawidtowo sformutowane i oprdécz ostatniego w catej petni udokumentowane wynikami
przeprowadzonych doswiadczen. Na ostatni wniosek , Acetylacja reszty K12 w ALDOA moze by¢
czynnikiem aktywujgcym aldolaze A” w czesci Wyniki nie znalaztam potwierdzenia
doswiadczalnego, a w Dyskusji przeprowadzono dywagacje teoretyczng na ten temat, co wiecej
zamieszczono tam informacje, ze ,,w chwili ukoiczenia tej pracy eksperymenty te znajdowaty sie
w poczatkowej fazie realizacji”.

Niemniej jednak te drobne niedociggniecia nie umniejszajg wartosci uzyskanych interesujgcych
wynikéw dotyczacych wptywu struktury na niemetaboliczne funkcje miesniowych izoenzyméw
kluczowych etapdw przemian weglowodandw - fruktozo-1,6-bisfosfatazy, fosfogliceromutazy.
Koniczac jeszcze raz chciatabym podkreslié doskonaty warsztat doswiadczalny Doktoranta, co jest
szczegblnie wartosciowe i unikalne na tym etapie rozwoju naukowego.

W podsumowaniu stwierdzam, ze mgr Janusz Wisniewski jest w petni uksztattowanym
pracownikiem naukowym, postugujacym sie wieloma technikami badawczymi, zdolnym do
rozwigzywania skomplikowanych problemoéw. Jego rozprawa doktorska ma charakter
oryginalnej, bardzo dobrej pracy doswiadczalnej spetniajacej wszelkie kryteria stawiane
rozprawom doktorskim. Dlatego tez zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Janusza Wisniewskiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatlu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Janusza Wisniewskiego.
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