OCENA PRACY DOKTORSKIEJ MGR. JANUSZA WISNIEWSKIEGO
p.t. ,STRUKTURALNE PODSTAWY NIEMATOBOLICZNYCH FUNKCJI
MIESNIOWYCH IZOENZYMOW FRUKTOZA-1,6-BISFOSFATAZY,
FOSFOGLICEROMUTAZY IALDOLAZY”

Przedlozona mi do recenzji dysertacja wpisuje si¢ w jeden z podstawowych nurtow
badan prowadzonych przez promotora prof. dr hab. Dariusza Rakusa, ktory od szeregu lat
przedmiotem swojego szczegdlnego zainteresowania uczynil takie enzymy przemiany
cukrowej jak fruktozo-1,6-bisfosfataza, fosfogliceromutaza i aldolaza. Mgr Janusz
Wisniewski poszerzyt te badania o analiz¢ krystalograficzng tych biatek, ktorej celem byto i
jest poznanie ich struktury i co niezwykle istotne, powigzanie tej wiedzy z ich funkcjami
biologicznymi. Jest to szczegdlnie interesujgce, w kontekscie ostatnich badan grupy prof.
Rakusa, ktére jednoznacznie wskazuja, ze klasyczne enzymy metaboliczne, w tym przypadku
enzymu szlaku glikolizy, posiadaja w zaleznosci od izoformy catkowicie odmienne
niemetaboliczne funkcje w komoérkach. Takie wielofunkcyjne biatka (moonlighting proteins)
budza powszechne zainteresowanie, o czym $wiadczy rosngca liczba publikacji na ten temat,
a co jednoznacznie wskazuje, ze podjeta przez Doktoranta tematyka nawigzuje do jednego z
bardzo aktualnych tematéw wspoéiczesnej Biochemii.

Recenzowana praca posiada ukltad wlasciwy dla tego typu opracowan. Rozpoczyna si¢
od rozdzialu poswigconego celowi pracy, ktéry przedstawilem we wczedniejszym akapicie.
Kolejny rozdziat ,,Wprowadzenie” zostal napisany jasno i przystepnie, dobrze §wiadczac o
znajomosci pis’mienniétwa przez Doktoranta i jego wiedzy dotyczace] zagadnien zwigzanych
z tematem dysertacji. W kolejnych podrozdzialach omdéwiono: strukture i wlasciwosci
fruktozo-1,6-bisfosfatazy, fosfogliceromutazy i aldolazy, role takich szlakéw metabolicznych
jak glikoliza, szlak pentozofosforanowy, cykl kwasu cytrynowego i glutaminoliza w biologii
kardiomiocytow i komorek nowotworowych, funkcje metaboliczne i niemetaboliczne wyzej
wymienionych enzymow przemiany cukrowej, oraz wtasciwosci mysich kardiomiocytow HL-
1 1 mysich komérek raka ptuc KLN-205. Biorge pod uwagg tytul i tematyke pracy, ktore
dotyczg niemetabolicznych funkcji FBPazy2, PGAM2 i ALD A, podrozdziat ,,Wybrane
aspekty metabolizmu kardiomiocytéw i komodrek nowotworowych” jest stanowczo zbyt

obszerny i ”grzeszy” nadmiarem wiadomosci, szczegélnie tych typowo podrecznikowych. W



mojej opinii, czgs$¢ tych informacji mozna byto z powodzeniem wiaczyé do odpowiednich
podrozdzialdéw poswigconych roli biologiczne] poszczegdlnych enzyméw. Réwniez
informacje z podrozdziatu ,,Charakterystyka linii komérkowych HL-1 i KLN-205" powinny
si¢ znalez¢ w tej czgsci pracy, ktora dotyczy materiatéw i metod. Pomijajac drobne bledy i
niescistosci jezykowe (np. nazywanie komérek zdrowymi zamiast prawidtowymi), chciatem
zwroci¢ uwage jeszceze tylko na jedng rzecz. Chodzi mi o stosowanie nazwy ,,nowotwér” tam
gdzie powinni$my pisa¢ o komoérkach nowotworowych. Przyktadowo, tytut podrozdziatu
»Glikoliza w kardiomiocytach i nowotworach” sugeruje, ze mowa bedzie o glikolizie
zachodzacej w réznych typach komoérek tworzacych tkanke nowotworowa, kiedy tak
naprawde chodzi wylgcznie o komérki nowotworowe. Pozostate, podkreslam nieliczne, uwagi
zaznaczylem na marginesach egzemplarza pracy, ktéry dostatem do recenzji.

O bardzo dobrym przygotowaniu Doktoranta do pracy badawczej $wiadczy rozdziat
~-Materialy 1 metody”. Jestem pod wrazeniem réznorodnosci technik badawczych
wykorzystywanych przez mgr Wisniewskiego podczas wykonywania czesci eksperymentalnej
pracy. Z jednej strony poznal fizyko-chemiczne metody wykorzystywane w klasycznych
badaniach biochemicznych dotyczacych bialek jak dichroizm kotowy, ultrawirowanie
analityczne, dyfrakcja rentgenowska, z drugiej opanowal techniki z zakresu biologii
molekularnej i biologii komoérki, jak klonowanie i mutageneza, PCR, otrzymywanie biatek
rekombinowanych, cytometria przeptywowa, czy mikroskopia konfokalna. Ten rozdzial,
pozornie najtatwiejszy do napisania, kryje w sobie niebezpieczenstwo zaréwno uzywania
wyrazen zargonowych, jak i zbyt skrétowych, i tym samym malo zrozumiatych, opisow
stosowanych metod, czego nie unikng i Doktorant. I tak, w przypadku cze$ci metod, zamiast
ich opisu, mamy podany schemat postgpowania. Na pierwszy rzut oka wydaje sie to byé
trafnym rozwigzaniem, ale przy blizszym zapoznaniu si¢ z takim tekstem widag, ze skrétowy
sposob podawania informacji, zwlaszcza w przypadku o0s6b nie znajacych opisywanej
metodyki, jest momentami nie do konca jasny i jednoznaczny. Moim zdaniem, praca
doktorska to rowniez sprawdzian umiejegtnosci postugiwania si¢ rodzimym jezykiem, dlatego
schemat schematem, ale nie zastapi on umieje¢tnodci konstruowania kilku, powigzanych ze
sobg logicznie, zdan. Musze réwniez zwrdéci¢ Doktorantowi uwage na brak pewnej logiki w
zaproponowanej kolejnosci podrozdziatléw. Rozpoczgto od przedstawienia metod biologii
molekularnej fgcznie z ekspresja i oczyszczaniem biatek rekombinowanych, aby przej$é do
metodyki stosowanej w badaniach enzymatycznych, a nastgpnie metod fizyko-chemicznych i
wreszcie technik wykorzystywanych w badaniach z zakresu biologii komérki. W takim razie,

dlaczego, pytam, opisy krystalizacji biatek i dyfrakcji rentgenowskiej znalazty sie po tych



ostatnich, a ,,odwrotna transkrypcja” zamyka ten rozdzial? Chcialem jeszcze zwrdci¢ uwagg,
ze w jezyku polskim pomiedzy jednostkg miary a jej wartoscig liczbowa powinien zawsze
wystepowaé odstep, o czym zapomnial Autor dysertacji. I jeszcze jedna uwaga. Przy
podawaniu parametré4w wirowania powinniSmy uzywaé wartosci ,,g”. Jezeli juz chcemy
postugiwaé si¢ obr/min (rpm), to musimy, obok typu wirdwki, podaé rowniez szczegdty
dotyczace stosowanego rotora i ewentualnie probowki wiréwkowej. Pozostate, niestety liczne
tym razem, uwagi redakcyjne, podobnie jak w przypadku wstepu zamiescitem na marginesach
pracy.

Najwazniejsze wyniki (o ich wartosci jednoznacznie §wiadczg czasopisma, w ktérych
zostaly opublikowane) uzyskane przez mgr Wisniewskiego w trakcie realizacji pracy
doktorskiej przedstawiajg si¢ nastgpujaco. W przypadku FBpazy2, wigkszos¢ z nich zostata
otrzymana dzigki eksperymentom, w ktorych wykorzystano, uzyskane przez Doktoranta w
postaci bialek rekombinowanych, zmutowane formy enzymu. Jezeli chodzi o badania
kinetyczne, to uzycie zmutowanych form FBPazy2 pozwolito na stwierdzenie, ze zardwno
reszta aspartylowa w pozycji 187 jak i reszta leucytowa w pozycji 190 sg przede wszystkim
niezbedne dla allosterycznego hamowania aktywnos$ci enzymatycznej FBPazy?2 przez AMP. Z
kolei, badania strukturalne w ktérych wykorzystano pomiary sedymentacji przez
ultrawirowanie analityczne, wykazaly, ze w nieobecnosci AMP, enzym wystepuje jako
mieszanina monomeréw, dimerdéw, tetrametrow 1 oktamerow, natomiast w obecnosci AMP
wystepuje on gléwnie jako tetrametr. Utworzenie zmutowanych form FBPazy2 pozwolito
rébwniez stwierdzi¢, ze w tworzeniu takich tetrametrow kluczowg rol¢ odgrywa reszta
leucylowa w pozycji 190. Wykorzystujac metod¢ dichroizmu optycznego oraz
turbidymetrycznego pomiaru temperatury topnienia wykazano z kolei, ze po pierwsze
wigzanie AMP zwigksza opornos¢ na denaturacj¢ termiczng tylko FBPazy2, czego nie
obserwuje si¢ w przypadku FBPazyl i po drugie, stan T FBPazy2 odznacza si¢ znacznie
wigkszg stabilnoscig termiczng w poréwnaniu ze stabilnoscig w stanie R.

Natomiast, wyniki dotyczace niemetabolicznych funkcji FBPazy2 daja si¢ stresci¢
nastepujgco:

1. Dla zwigkszenia przezywalnosci kardiomiocytow zaleznej od ekspresji FBPazy2,

ktorg obserwuje sie w warunkach normoksji, w czasteczce enzymu konieczna jest
obecnos$¢ zaréwno reszty aspartylowej w pozycji 187, jak i reszty leucylowej w
pozycji 190. Natomiast w warunkach hipoksji zarowno FBPaza typu dzikiego
(natywna), jak 1 jej mutanty D87L i L190G zmniejszaja przezywalnosé

kardiomiocytow, a podczas reoksygenacji pozostaja bez wplywu na ich zywotnos¢.



2. Wykorzystujgc mutanty D87L i L190G wykazano, ze w kardiomiocytach
transportowi do jadra ulegajg zar6wno tetrameryczne jak i dimeryczne formy
FBPazy2, ale tylko tetrametr nie podlega transportowi zwrotnemu i akumuluje si¢
w tym kompartmencie komérkowym

3. Natomiast z mitochondriami oddziatujg glownie dimery FBPazy2, ktére majg
zdolno$¢ ochrony mitochondriéw przed depolaryzacja spowodowang wysokimi
stezeniami jondw wapnia.

W przypadku fosfogliceromutazy 2 (PGAM2) potwierdzono, wykorzystujac do tego

celu fluorescencyjny mikroskop konfokalny, ze w komérkach mysiego raka ptuc enzym

ten ulega transportowi do jadra, gdzie lokalizuje si¢ w jaderku.

Uwagi merytoryczne dotyczace rozdziatu ,,Wyniki”. W badaniach nad stabilnoscig
termiczng fruktozo-1,6-bisfosfatazy wykorzystywano, obok opisanej rekombinowanej formy
FBPazy2, réwniez FBPazel, ktorej pochodzenie nie zostalo podane we wczesniejszych
rozdziatach. Brak mi uzasadnienia dlaczego w przypadku PGAM2 wykorzystywano w
badaniach wiasnych enzym izolowany z mig$ni, a nie jego forme¢ rekombinowang, jak to
mialo miejsce w przypadku fruktozo-1,6-bisfosfatazy i aldolazy? Brak mi réwniez
stosownego wyjasnienia po co wykorzystywano RNAze A w eksperymencie, ktérego celem
bylo okreslenie wewnatrzkomérkowej lokalizacji PGAM2. Nie widze takze sensu
zamieszczenia w pracy wynikow eksperymentu dotyczacego wyciszania ekspresji PGAM2 w
komérkach, zamieszczonego na stronie 96, ktére nie wigza si¢ z tematem pracy. Podobna
uwaga dotyczy takze podrozdziatu 5.3 ,,Aldolaza A”. Przedstawione w nim wytacznie wyniki
analizy krystalograficznej nie tgcza si¢ bezposrednio z tytulem pracy, o czym zreszta
$wiadczy wniosek koncowy zamieszczony na stronie 108.

Uwagi redakcyjne dotyczace rozdziatu ,,Wyniki”. Tytuly czesci podrozdziatow sg zbyt
ogdlnikowe, niewiele moéwiace o ich tresci. Na przykiad tytul podrozdziatu 4.1.
,Mutageneza” jest nazwaniem stosowanej metody, co zreszta zostato uwzglednione w tytule
podrozdziatu 3.3. Mutageneza”, w czgéci poswigconej technikom badawczym, a nie tytutem,
ktéry wyjasniat by czytelnikowi, czego dotyczy ten podrozdziat. Dlatego tez powinien on
brzmieé na przyktad w ten sposob: ‘Otrzymanie zmutowanych form fruktozo-1,6-bisfosfatazy
i fosfogliceromutazy”, bez pozdziatu na kolejne podrozdziaty. Podobnie jak w przypadku
rozdziatu ,Materialty i Metody” Doktorant nie ustrzegl si¢ przed uzywaniem wyrazen
zargonowych, co szczegdlnie ,rzuca si¢ w oczy” przy opisach rysunkow, ktére co wigcej, sa

czesto zbyt skrotowe/ogdlne i zawierajg bigdy. Uwagi te dotycza na przyklad ryciny 4.1, a



konkretnie jej tytutu ,,Oddziatywania reszt D187L i L190G FBPazy2 w stanie R i T”, ktéry
powinien brzmie¢ ,,Oddziatywania reszt D187 i L190 FBPazy2 w stanie R i T”, czy rysunku
4.2, gdzie w jego opisie zamiast nazwy ludzkiej FBPazy1, podano nazwe ludzkiej FBPazy2. Z
kolei, w opisie do rysunku 4.17 nie wyjasniono, co przedstawiaja kolejne panele. Moge sie
tylko domyslaé, ze panel pierwszy przedstawia fluorescencje pochodzaca od FBPazy?2
znakowanej FITC, panel drugi — fluorescencj¢ pochodzaca od mitochondriéw znakowanych
barwnikiem MitoTracker Deep Red, panel trzeci — naktadanie si¢ fluorescencji pochodzacej z
obu zrodel. Pozostate uwagi zamiescitem , jak poprzednio, na marginesach pracy. I wreszcie,
co dotyczy calego rozdziatu, niektére informacje w nim zamieszczone powinny sie znalez¢
albo w rozdziale ,,Materiaty i metody”, albo ,,Dyskusja”.

Podobnie jak pozostate rozdziaty tej dysertacji, rowniez rozdziat ,,Dyskusja” §wiadczy
o bardzo dobrej znajomosci przez Doktoranta problematyki, ktérej dotyczy temat jego pracy
doktorskiej. Co wazne, nie ma w nim zbgdnego powtarzania informacji podanych we wstepie,
co czesto zdarza si¢ w tego typu opracowaniach, Mam jedynie watpliwosci, jak juz
wspomniatem powyzej, co do zamieszczenia w tym i pozostatych rozdziatach informacji
poswieconych aldolazie A, jako ze jej funkcje niematoboliczne, w kontekscie
przedstawionych wynikéw, sg wylacznie spekulatywne.

Zamieszczone w rozdziale 6. wnioski s3 w mojej ocenie zbyt szczegdlowe i bardziej
przypominajg streszczenie uzyskanych wynikéw. Niektore z nich mozna byto z powodzeniem
polaczyé, np. wniosek 7 i 8. Wniosek szdsty zostal sformutowany blednie, poniewaz w
warunkach normoksji oba mutanty FBPazy2 (p.DI187L i p.L190G) nie wplywajg na
zywotno$¢ kardiomiocytéw, w odréznieniu od formy natywnej enzymu. I wedlug mnie
powinien on by¢ sformulowany w sposéb jaki podatem powyzej (str. 3, wiersze 5 — 10 od
dotu strony).

Zamieszczone uwagi, podkreslam glownie o charakterze redakcyjnym, a takze
pytania skierowane do Doktoranta, nie zmieniajq mojej wysoce pozytywnej oceny korcowej
recenzowanej pracy. Mam nadzieje, ze przydadzq si¢ one w pisaniu kolejnych prac i bedg
mu pomocne w przyszlych dokonaniach Uwazam, ie przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska mgr Janusza Wisniewskiego, tak ze wzgledu na prezentowany temat, jak
uzyskane wyniki i warsztat badawczy, w petni spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy 7
dnia 14 marca 2003 r., o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki. Stqd wnosze wniosek do Rady Wydziatu Nauk Biologicznych

Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie magistra Janusza Wisniewskiego do dalszych



etapow przewodu doktorskiego. Biorqgc pod uwage wyrdZniajgcy si¢ poziom naukowy

recenzowanej dysertacji zwracam si¢ rownie? o jej wyroznienie stosowng nagrodg.

Wroctaw, dnia 15 grudnia, 2017 roku




