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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Michata Pirdga ,,Fizjologiczna rola i regulacja asocjacji 1-

fosfohydrolazy D-fruktozo 1,6-bisfosforanu z mitochondriami”.

Rozprawa doktorska mgr Michala Pirdga ,Fizjologiczna rola i regulacja
asocjacji 1-fosfohydrolazy D-fruktozo 1,6-bisfosforanu z mitochondriami” jest
monografiag przedstawiajaca niezwykle interesujgce badania migsniowej FBPazy, nie
jako kluczowego enzymu glukoneogenezy, a biatka regulujacego procesy takie jak
cykl komoérkowy i apoptoza. Przygotowana zostala w pod kierunkiem dr hab.
Agnieszki Gizak od lat zajmujacej si¢ lokalizacjg komorkows i rolg FBPazy, a stanowi
kontynuacj¢ badan profesorow Andrzeja Dzugaja i Dariusza Rakusa. Napisana jest
przejrzyscie i $wiadczy o znawstwie zaréwno probleméw metodycznych, jak i
badanych obiektow, chociaz nie jest wolna od potkni¢¢ jezykowych, edytorskich i
zwyktych , literowek™.

Praca, liczaca 149 stron, sklada si¢ z czterech gtownych rozdziatow (Wstep,
Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja). Znaczng cz¢s¢ wynikéw opublikowano, w
prestizowych The International J. of Biochem. & Cell Biol. (IF 4.24), w ktorej
doktorant jest pierwszym autorem, a cz¢$¢ w FEBS Lett. (IF 3.34) - drugim. W
zwigzku z powyzszym, zwalnia mnie z bardzo szczegdtowej oceny przedstawionych
wynikow szczegélnie w odniesieniu do analizy zmian struktury FBPazy podczas
interakcji z mitochondriami. Uwagi, ktére nasungly mi si¢ po lekturze pracy
przedstawiam ponizej.

Cel pracy zostat jasno sformutowany i skupiat si¢ na: 1) poznaniu mechanizmu
asocjacji FBPazy z mitochondriami, 2) wytypowaniu bialek zaangazowanych w
interakcje 1 regionéw/sekwencji FBPazy objetych oddziatywaniem i 3) poznaniu
szlakow sygnatowych kierujacych biatko do mitochondriow.

We dlugim Wstepie na 47-miu stronach Autor jasno i szczegbélowo, moze
czasem zbyt podrgcznikowo, przedstawil podstawowe informacje dotyczace budowy i

biologii mitochondriéw w tym opis genomu mitochondrialnego, drogi i sygnaty
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kierowania biatek do i z mitochondriéw, role sieci mitochondrialnej, biochemii
apoptozy, tworzenia kompleksu porowego, roli jondéw wapnia w apoptozie, enzymy
glikolizy i glukoneogenezy w oddziatywaniach z mitochondriami, w szczegdlnosci
niemetaboliczng role FBPaz - watrobowej i mig$niowej] w komoérce, a w koncu
wybrane czynniki sygnatowe takie jak kinazy MAPK p38 i GSK3, resweratrol, stres
tlenowy, etopozyd, ktérych wplyw badano w pracy. Na koniec opisano mysie
kardiomiocyty HL-1 tj. modelowa linie komdrkowa wraz z przekonujagcym
uzasadnieniem wyboru, chociaz uwaga (str. 57) dotyczaca wysokich kosztéw hodowli
byta zbedna.
Doceniajgc zawartos¢ merytoryczng Wstepu, pare uwag dotyczacych niezrecznosci
jezykowych: bakterie wywolujace tyfus to Rickettsia prowazekii (a nie prowanzekii) —
str. 9; uzywane w tekscie wielokrotnie stowo ,lokalizowaé” (np. str. 13, 15, 23 itd.;
»DNA lokalizuje w blonie ...”) oznacza umiejscawia¢, a wilasciwg forma jest
»lokalizowaé sie¢” w znaczeniu ,,by¢ usytutowanym w miejscu” (Stownik PWN),
rysunki, nawet ,,skany” nie powinny zawiera¢ angloj¢zycznych opisow, tym bardzie;j,
ze sg bardzo nieczytelne; okreslenia ,,efektory realizujgce efekty CR” (str. 50) (chodzi
zapewne o wptyw”), ,,ludzki genom cztowieka” (str. 15), ,,genomy koduja geny” (str.
15), ,,czwartorzegdowy stan konformacyjny” (str. 43) czy ,.kondycja mitochondriéw”
tez nie brzmig najlepie;j.
Reakcja katalizowana przez FBPaz¢ przedstawiona na rys. 2-14 nie jest
uwodornieniem FDP tylko hydroliza.
Nie jest dla mnie jasne stwierdzenie (str. 40) ,, Tunelowanie substratu nie jest jednak
jedyng przyczyng wigzania enzymOow gospodarki energetycznej z mitochondriami”.
Czy oznacza, ze opisane przez Rakusa i wsp. (Biochemistry, 2004) po raz pierwszy
dla FBPazy zjawisko w odniesieniu do interakcji enzym-substrat dotyczy innych
enzymow i ma bezposredni zwigzek z oddziatywaniem enzymoéw z mitochondriami.
Na kolejnych 23 stronach zostaly opisane uzywane materiaty i techniki
badawcze wykorzystane w pracy. Nie mam wigkszych zastrzezen, do dobrze
merytorycznie napisanego rozdziatu, a jedynie kilka uwag ,,natury technicznej”, a

jednoczesnie doceniam ogrom pracy wlozonej w opanowanie technik biochemii i
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biologii molekularnej od izolacji i oczyszczania FBPazy z migsni krdlika poprzez
otrzymywanie bialek rekombinowanych, izolacj¢ i oczyszczanie mitochondriéw, do
pracy z linia komodrkowa z wykorzystaniem zaawansowanych technik
mikroskopowych po statystyczng analiz¢ wynikow. Szczegélnie interesujacy wydat
mi si¢ eksperyment dotyczacy analizy ekspresji genow zwigzanych z apoptoza i
cyklem komérkowym z wykorzystaniem ilosciowego PCR, chociaz trochg szkoda, ze
wsrod  genow  referencyjnych  znalazt  sie  tylko jeden (GAPDH)
glikolizy/glukoneogenezy. Z kolei dos¢ enigmatyczny jest opis na str. 77 znakowania
fluorescencyjnego biatka (FBPazy?). W szczegdlnosci brak informacji o sposobie
wyznaczania stezenia biatka (wspolczynniki ekstynkcji), oznaczaniu stopnia
znakowania. Nie wiadomo tez o jaki odrzucany osad chodzi.

Poza ,literowkami” (do wgladu w egzemplarzu recenzenta), zwrécitbym
uwagg, ze nie nalezy miesza¢ nazw polskich i angielskich tych samych odczynnikéw
(np. rezw(-sv)eratrolu, etopoz(-s)ydu, ortow(-v)anadanu), odczynnik Bradforda (nie
Bradford, mimo kobieco brzmigco imienia Marion) (str. 58), a nazwisko znanej nam
osoby prawidlowo tj. prof. Dzugaj, chociaz w publikacjach wystepuje w zmienionej
wersji (str. 66). W przypadku workéow dializacyjnych istotna jest nie $rednica, a
zakres mas czgsteczkowych (tzw. cut-off). Prosze wyjasni¢ co oznacza okreslenie ,,
komorki ogladano przezyciowo pod mikroskopem”. W opisie metodyki nie powinno
stosowa¢ sie¢ zamiennie trybu ,poddano, przeptukano itd.”, a ,poddawano i
przeplukiwano” chyba, ze procedura byta wykonywana tylko raz (np. str. 62, 65).
Wreszcie wzory chemiczne majg swoje konwencje 1 zapis CaCl, KH2PO4 (str. 73),
CnBr (str. 71), zamiennie NAD lub NAD" (str. 42 i 50), NH4" (str. 41) wymagalby
korekty, a rysunku 4-27 (str. 119) brak w tekscie.

Wyniki badan przedstawiono 38 stronach. Autor w pierwszej kolejnosci
informuje o eksperymentach kontrolnych zwigzanych m.in. z transfekcja komoérek
HL-1 plazmidami ekspresyjnymi FBP2, a nastgpnie przechodzi do wlasciwych
eksperymentow dotyczacych mitochondrialnej lokalizacji FBPazy wobec inhibitorow
kinazy GSK3. Wyniki eksperymentow TEM nie budza zastrzezen, a analizy

strukturalne potaczone z analizg statystyczng sa bardzo oryginalne. By¢ moze warto
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bylo nieco wigcej miejsca we Wstepie lub Metodach poswieci¢ nietypowym
technikom analizy statystycznej uzywanych w pracy co utatwitoby analize wynikow.
W kolejnych badaniach wytypowano kilkadziesigt potencjalnych mitochondrialnych
partnerow biatkowych FBPazy. Dobrym pomyslem bylo potaczenie technik
chromatografii powinowactwa, elektroforezy z sieciowaniem chemicznym i
spektrometrig mas, co oczywiscie jest $wietnym wstepem do dalszych badan, w
ktérych pokazano by stechiometri¢ oddziatywan, site interakcji i przede wszystkim
okreslito ich role fizjologiczng. Juz przeprowadzone eksperymenty pokazaty
ochronng rol¢ FBPazy wobec stresu wapniowego i przystosowaniu kardiomiocytow
do warunkéw stresu oksydacyjnego. Osobiscie wolatbym, zeby wyniki wptywu FBP2
1 jonéw wapnia na syntez¢ ATP i pecznienie mitochondriow (rys. 4-8; 4-9)
przedstawiano nie w % zmiany syntezy ATP i % spadku absorbancji, a w wartosciach
bezwzglednych zmian stgzenia ATP 1 jednostkach absorbancji. Niezwykle
interesujaca jest teza o roli FBPazy jako regulatora transkrypcji wybranych gendéw
kodujacych biatka apoptozy i cyklu komoérkowego. Oczywiscie obserwowane zmiany
ekspresji  niektérych  gendéw, szczegélnie proapoptotycznych, nalezatoby
zweryfikowa¢ w dalszych badaniach np. przez poszukiwanie odpowiednich
elementéw regulatorowych, z ktérymi FBPaza bezposrednio lub posrednio
oddzialuje. Pewne watpliwosci budzg wyniki badan zmian w strukturze FBPazy np.
niejasne jest stwierdzenie (str. 116) dotyczace 50-krotnego obnizenia wrazliwosci
FBPazy na jony wapnia w mutancie Trp57Tyr. W Materiatach i Metodach brak
informacji o usuwaniu wapnia z buforéw i oznaczaniu stechiometrii i sity wigzania
wapnia do poszczegdlnych mutantéw. Wobec tytutu podrozdziatu 4.5.3. Rola
struktury czwartorzedowej FBPazy migsniowej wypadatloby przedstawi¢ odpowiedni
wniosek wynikajacy z eksperymentow. Wyniki (rys. 4-23; 4-24) przedstawiono w
postaci % obnizki absorbancji przy 540 nm co jest mato czytelne chociaz wnioski
dotyczace roli N-konca biatka w jego interakcji z mitochondriami interesujgce.
Ostatnim rozdzialem jest dobrze napisana Dyskusja liczaca 17 stron. Zwraca
uwage omoOwienie transportu FBPazy do mitochondriéw przez zewnetrzna btong,

chociaz nieco pozbawiona oparcia w eksperymentach. Transporter powinien
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znajdowac si¢ wsrdd partnerdw biatkowych. Kolejno dyskutowana jest hipoteza o roli
FBPazy jako regulatora transkrypcji w apoptozie i przeciwstawienie do jej
podstawowej roli enzymatycznej. Omawiane sg takze wyniki pokazujgce wzrost
produkcji ATP jako odpowiedz na stres wapniowy. Nie stanowi to jednak dowodu na
interakcj¢ FBPaza — syntaza ATP. Wydaje sie, ze niezwykle interesujgce bylyby
badania oddziatywan biatko-biatko w trojkacie ,,FBPaza - syntaza ATP - kinaza
GSK3”, a takze ich wplyw na cykl komorkowy. Tu nasuwa si¢ kolejne pytanie o
ewentualng synchronizacje komorek, ktora pozwolitaby odnies¢ si¢ do problemu.
Niezwykle ciekawe wydajg si¢ dalsze badania dotyczace roli pozostatych biatek
zasocjowanych z FBPaza.

Prace zamyka 3-stronicowe podsumowanie i 247 pozycji literaturowych, w
znacznej wigkszosci z ostatnich kilku lat.

Podsumowujgc, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska
mgr. Michata Pir6ga spetnia wymagania stawiane w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 roku z pdzniejszymi poprawkami, o stopniach naukowych i tytule naukowym,
stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje wiedzg¢ teoretyczng Autora i
umiejetno$é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej tym samym uzasadnia
nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych. W zwigzku z powyzszym
wnosze¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr. Michala Piréga do dalszych etapow
postepowania doktorskiego.

Biorac pod uwage ogrom materialu eksperymentalnego, dorobek naukowy,

oryginalnos$¢ tematyki i niezwykle interesujgce wyniki zwracam si¢ do Wysokiej Rady
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0 wyrdznienie rozprawy.




