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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Michata Pir6ga pt. ,,Fizjologiczna rola i regulacja asocjacji 1-
fosfohydrolazy D-fruktozo 1,6-bisfosforanu z mitochondriami” wykonanej pod kierunkiem dr

hab. Agnieszki Gizak

Praca dotyczy badania jednego z enzyméw szlaku glikolizy, fruktozo 1,6-bisfosfatazy
(FBPazy), w zakresie oddziatywan wielofunkcyjnego biatka z mitochondriami, sposobow
regulacji tej asocjacji i wyjasnienia roli fizjologicznej tych procesow. Podjety problem jest
wazny, gdyz obejmuje podstawowe procesy komoérkowe zwiazane z proliferacja,
roznicowaniem i programowang $miercia komorki. Przedmiotem badan byty komorki linii
kardiomiocytow ludzkich. Wiedza na temat przyczyn uszkodzenia migsnia sercowego w
warunkach stresu oksydacyjnego lub niedotlenienia, na temat regeneracji migsnia sercowego,
to istotne zagadnienia biologii eksperymentalnej i medycyny majace na celu ograniczenie
zgondw w krajach rozwinigtych. Biatko to, podobnie do wielofunkcyjnej enolazy, jest
intensywnie badane w ostatniej dekadzie, jednak weiaz pojawiaja si¢ publikacje i nowe pytania
W tym zakresie. Praca ma szerokie znaczenie biologiczne, a wyniki mogg znalezé
wykorzystanie praktyczne w poszukiwaniu nowych lekéw. Problem podjety w tej pracy jest
kontynuacja programu realizowanego w Zakladzie Fizjologii Molekularnej Komérki, Instytutu
Biologii Eksperymentalnej na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wfoc%awskiego.
Praca ma ukfad typowy dla rozpraw doktorskich, jest ztozona z kilku rozdziatow, na poczatku
umieszezono streszczenie w jezyku polskim i angielskim, nastepnie cel pracy, dopiero potem
wstep, czgs¢ metodyczna, wyniki i dyskusje z podsumowaniem oraz spis piSmiennictwa. Brak

spisu skrotow z ich wyjasnieniami znacznie utrudnia czytelnikowi $ledzenie tresci. Praca




zawiera 149 stron maszynopisu wraz z 43 rysunkami i 15 tabelami, cytowanymi 247 pozycjami
piSmiennictwa glownie (65%) z ostatniej dekady. We wprowadzeniu do rozprawy autor
omawia budowg i funkcje mitochondrium, import biatek, pory i sie¢ mitochondrialna i jej role
w apoptozie, podzial i fuzj¢ tych organelli, nastgpnie omawia apoptoze, jej szlak
mitochondrialny i profil genéw, role wapnia w apoptozie, $mier¢ komorki niezalezna od
kaspaz. Osobny rozdzial poswigcono enzymom szlaku glikolizy w odniesieniu do
mitochondriow, w tym heksokinazie, dehydrogenazie 3-fosfogliceraldehydu, by przej$¢ do
omawiania FBPazy, w szczegdlnosci izoformy mig$niowej. Charakteryzuje resweratrol i
etopozyd, uzyte w pracy celem monitorowania ich wptywu na stres oksydacyjny i hipoksje.
Przybliza tez czytelnikowi kardiomiocytarna lini¢ komdrkowa HL-1 bedaca gtownym
modelem badawczym.

W czes$ci metodycznej opisano procedury postepowania z komodrkami, kilka metod
lokalizacji oraz izolowania mitochondriéw, lokalizowania i izolowania FBPazy, otrzymywania
rekombinowanego  biatka, analizy aktywnosci enzymatycznej, elektroforezy oraz
immunoblotingu, chromatografii powinowactwa, sieciowania biatek, techniki spektrometrii
masowej, oznaczania ATP, analizy pgcznienia mitochondriéw w obecnosci wapnia, reakcji
PCR, znakowania znacznikami fluorescencyjnymi, trasfekcji komorek biatkiem, analizy
polaryzacji blon mitochondriéw, oznaczania wolnych rodnikéw, detekcju fragmentacji DNA,
by w koncu opisa¢ uzywane programy i metody statystyczne. Zestaw metod jest szeroki,
stosunkowo dobrze opisanych i stosowanych, przy czym przydatoby sie przy opisie wynikoéw
podawanie odno$nikéw do numeru zastosowanej metody, co znacznie utatwitoby czytanie i
korzystanie z pracy. Przy opisie otrzymanych wynikdw autor opiera si¢ na wczeéniejszych
doswiadczeniach wykonanych w tym zespole i klarownie oddziela wyniki prezentowane w
pracy od poprzednio uzyskanych, wyraznie réwniez podkresla te dane, ktére zostaty
opublikowane w pracy z jego autorstwem, co tutaj dobrze oddaje tok pracy.

Autor wykazal na modelu linii kardiomiocytéw ludzkich, ze FBPaza miesniowa
asocjuje z biatkami wszystkich kompartmentéw mitochondrium, poza o$mioma biatkami
rozpoznanymi w dwoch réznych doswiadczeniach zaobserwowano oddziatywanie z histonami,
przez co potwierdza obecnos¢ tych histonéw w mitochondrium. Wykazano ze FBPaza wzmaga
produkcje ATP, takze w warunkach stresu wapniowego (wystepujacego przy wzmozonym
wysitku fizycznym) dziatajac ochronnie, tez wobec czynnikdw pro-apoptotycznych. W
warunkach stresu oksydacyjnego asocjacja FBPazy z mitochondriami chroni organella przed

depolaryzacja bton i aktywacja apoptozy. Brak asocjacji przy hipoksji z kolei inicjuje apoptoze,




co swiadezy o udziale w komérkowej odpowiedzi na niedotlenienie. Wykazano, ze FBPaza
migs$niowa chroni mitochondria przed szkodliwym dziataniem reaktywnych form tlenu. Te
obserwacje przemawiaja za udziatem tego biatka w zapobieganiu skutkom niedokrwienia serca.
Resweratrol powoduje asocjacje FBPazy z mitochondriami, co wskazuje na typ mechanizmu
ochronnego. Kolejny cykl doswiadczen dotyczyt lokalizacji miejsca w biatku bioracego udziat
W asocjacji z mitochondriami, gdzie wykazano role N-koncowej czesci biatka, co nie wystepuje
w izoformie watrobowe;.

W dyskusji autor umiejetnie podsumowuje uzyskane wyniki, w odniesieniu do
piSmiennictwa, stawia hipotezy odnosnie transportu FBPazy do i z mitochondriow, a wedtug
autora mozliwos¢ relokacji miedzy jadrem i mitochondriami sugeruje mozliwy udziat w
regulacji transkrypcji. Niezwykle interesujace jest powiazanie FBPazy z deacetylazami
sirtuinami i wyniki doswiadczen z resweratrolem, stad nasuwa si¢ pytanie o mozliwa
deacetylazowa funkcje FBPazy, czy blizsza role FBPazy w tak waznych procesach
acetylacji/deacetylacji.

Odnosnie uwag krytycznych dotycza one strony redakcyjnej i stylu. Autor nie ustrzegt
si¢ od zargonu laboratoryjnego, piszac na przyktad czastek zamiast czasteczek na str. 11, nie
Jest jasne zdanie na str. 15 ...Koduje ..., trzynascie polipeptydéw (osiem na nici H i jedna na
nici L)..., na str. 17 ...zgodnie z gradientem elektrochemicznym do przestrzeni
migdzykomorkowej... Cytowanej pozycji na str. 18 Haynes i wsp., 2010, nie moglem znalezé w
spisie piSmiennictwa. Na rys. 2-6, nie zaznaczono ktére z obrazéw sieci sg A-F. Powszechnie
autor nieprawidtowo zapisuje mysinik i tacznik. Niektore z rysunkow majq napisy po angielsku
podczas gdy wigkszo$¢ jest po polsku. Styl zdania na str. 42 ...Ponadto inne inozytolo 1-
monofosfatazy (IMPazy), powszechnie wystepuja w krolestwie Procaryota... nalezy poprawié.
Na str. 46 nalezy poprawi¢ zdanie ...Z kolei wrazliwosé izoenzymu watrobowego na jony
wapniowe jest ok. tysiackrotnie wyzsza niz izoenzymu watrobowego... Rowniez styl zdania na
str. 54 nalezy poprawi¢ ...Etopozyd jest syntetyczng trucizna..., lepiej powiedzie¢ zwiazkiem
lub cytostatykiem. W czesci metodycznej na str. 58 nalezy uzywa¢ nazwy bibula zamiast
papier, bloting a nie blotting, metoda 3.8.21 to immunobloting, a nie immunoblot, na str. 59 w
tabeli 3.3 wobec jakiej FBP-2 przeciwciala krolicze stosowano, ludzkiej?, przeciwciata
pozostate pochodzity z gatunku koza, nalezy wyraznie okresla¢ w metodach, stg¢zenie danego
zwiazku, gdyz dla przykfadu bufor z dodatkiem 250 mM sacharozy nie wskazuje ile dodano
roztworu sacharozy o stezeniu 250 mM, lub jakie bylo stezenie koAcowe sacharozy. Lepiej

seryjne ptukanie, niz seria ptukan takze dwém ptukaniom w metodzie 3.8.1 9, podczas gdy dwie




linijki ponizej jest mowa o dwukrotnym ptukaniu, na str.66/67 powinno by¢ ...a nastepnie
gwattownie schtodzono w tazni lodowej. Tak otrzymana zawiesine wirowano... W metodzie
3.8.14 powinno by¢ osad zamiast pelet, w 3.8.16 lepiej rozpoczynaé reakcje niz startowaé. W
kilku metodach nalezatoby uzupehi¢ odnogniki literaturowe, np. 3.8.15. W opisie metod od
3.8.22 nalezy podawa¢ nazwe handlowg Sepharose oraz aktywowana bromocyjanem jako
CNBr-Sepharose, a nie sefaroze zwiazang z bromocyjanem. Nie jest jasny opis w metodzie
3.8.25 ...100% kwasu trichlorooctowego dodawanego do frakcji biatkowej w stosunku
objetosciowym 1:4. Niepotrzebnie plukano 100% acetonem, wytarczytoby ptukaé osad
acetonem. W metodzie 3.8.33 analizowano mase czasteczkowa, a nie mase. W metodzie 3.8.37
stosowano raczej pozywke bez surowicy? W rozdziale opisujacym wyniki nalezy poprawié na
rys. 4-3 ...1gG przeciw IgG kréliczym znakowane ztotem... W tabeli 4-1 w pozycji 17 chodzi
O enzym syntetaz¢ asparaginylo-tRNA. Na rys. 4-19 podpis powinin by¢ skorygowany
...Srednie odsetki komérek martwych (niebieski) lub apoptotycznych (czerwony).
Podsumowujac, nalezy podkresli¢ ze nie mam zasadniczych uwag krytycznych poza
wyzej wymienionymi, ktére nie obnizaja duzej wartosci pracy, dobrze zaplanowanej i
wykonanej. Wyniki przedstawiaja cenne dane, ktére inicjuja kierunek dalszych badan. Praca
jest oryginalnym wkladem w zakresie nauki podstawowej o potencjalnym znaczeniu
praktycznym na polu biomedycznym, przyczynia si¢ do istotnego poszerzenia wiedzy o
procesach komérkowych z udziatem FBPazy i mitochondriéw. Autor wykazat si¢ znajomoscia
wiasciwie wykorzystanego pismiennictwa, na uwage zastuguje tez umiejetna praca w zespole.
Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Michata Pir6ga spetnia warunki okreslone w art. 13
ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). Wnioskuje
do Rady Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie tej pracy
doktorskiej i dopuszczenie mgr Michata Piréga do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Pozwalam sobie réwniez ztozy¢ Wysokiej Radzie wniosek o wyréznienie tej pracy ze wzgledu
na duzg warto$¢ merytoryczna i bardzo dobre wykonanie czgéci doswiadczalnej oraz napisanie

cafej rozprawy.
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