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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ewy Kowalskiej pt.
.Wtasciwosci molekularne i enzymatyczne syntazy monofosforanu tiaminy z
drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz jej potencjalna rola biologiczna w

warunkach stresu”

Jakkolwiek mogtoby sie wydawaé, ze funkcje biologiczne i metabolizm zwigzkéw
petniacych istotna role w metabolizmie stanowiq juz standardowq wiedze
podrecznikowa, taki poglad nie do konca jest prawdziwy. Jednym ze zwiazkéw,
wiedza o ktdorych ciagle wymaga znaczacych uzupetnien, jest tiamina i jej pochodne.
Rola biologiczna tego zwiazku, ktory dla cztowieka jest witaming (B1), a szczegdlnie
jego metabolitow, nie jest do kofca jasna. Szlak biosyntezy tiaminy w drozdzach
Saccharomyces cerevisiae réwniez nie jest do kofca poznany. W tym interesujacym
nurcie badan osadzona jest rozprawa doktorska mgr Ewy Kowalskie;j.

Swietnie napisana rozprawa doktorska ma klasyczny uktad. We Wstepie
Doktorantka przedstawia rys historyczny badan, budowe, wystepowanie i funkcje
biologiczne witaminy Bi, szlak jej biosyntezy oraz transport i magazynowanie
tiaminy i jej estrow fosforanowych w organizmach prokariotycznych roslinach i
drozdzach, regulacje biosyntezy tiaminy oraz zagadnienia stresu komérkowego u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae (odpowiedZ na warunki stresu $rodowiskowego,
wspodlna odpowiedz stresowa, specyficzna odpowiedZ stresowa) oraz wplyw stresu
na biosynteze tiaminy u organizméw prokariotycznych, w roslinach i drozdzach.
Wstep jest bardzo dobrym wprowadzeniem w zagadnienia bedace przedmiotem
czesci doswiadczalnej rozprawy.

Za cele pracy doktorskiej mgr Ewa Kowalska postawita sobie zbadanie
wtasciwosci kluczowego enzymu w szlaku biosyntezy tiaminy w drozdzach S.
cerevisiae - syntazy monofosforanu tiaminy (biatka THI6) oraz roli metabolizmu
tiaminy w odpowiedzi komodrek drozdzy na rdzne czynniki stresowe. Szeroko
zakrojone  badania  obejmowaty  ofrzymanie = rekombinowanego  biatka
enzymatycznego, wyznaczenie jego podstawowych parametrow molekularnych,
charakterystyke kinetyczna jego dziatania, opracowanie modeli strukturalnych obu
domen biatka za pomocq narzedzi bioinformatycznych i weryfikacje uzyskanych



modeli centrow aktywnych poprzez zastosowanie ukierunkowanej mutagenezy.
Druga cze$¢ badan obejmowata okreslenie biosyntezy i bioaktywacji tiaminy w
komorkach drozdzy w warunkach stresu oksydacyjnego, osmotycznego i solnego
oraz szoku cieplnego, a takze poréwnanie metabolizmu tiaminy w szczepach z
uposledzong biosyntezq tiaminy i z brakiem genéw regulatorowych odpowiedzialnych
za komédrkowe reakcje obronne.

Materiat i Metody opisane sq w sposéb bardzo staranny i nalezycie szczegétowo,
a bogaty warsztat metodyczny obejmujacy metody biochemiczne, biofizyczne,
bioinformatyczne i techniki biologii molekularnej zastuguje na wysokie uznanie.
Doktorantka otrzymywata biatko enzymatyczne poprzez ekspresje w szczepie E. coli
ER2566 z uzyciem systemu ekspresyjnego IMPACT™-CN. Oznaczanie aktywnoéci
enzymatycznych biatka oparte bylo na rozdziale chromatograficznym (HPLC) i
detekcji absorpcjometrycznej produktéw reakcji oraz fluorymetrycznej detekcji
tiaminy po jej utlenieniu do tiochromu. Strukture trzeciorzedowa obu domen biatka
Doktorantka modelowata korzystajac z danych dostepnych w bazie PBD i serwera
SWISS-MODEL, wizualizujac strukture w programie DeepView. Dla identyfikacji
reszt istotnych dla katalizy stosowata programy T-coffee i PyMOL. W andlizie
bioinformatycznej wykorzystywata tez programy Conserved Domain Database and
Search Service, ExPASy i serwer TargetP. Ukierunkowang mutageneze prowadzita z
wykorzystaniem QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit.

W drozdzach poddanych dziataniu czynnikdw stresogennych Doktorantka
oznaczata m. in. aktywnosci syntazy monofosforanu tiaminy, pirofosfokinazy
tiaminy i fransketolazy jako enzymu zaleznego od difosforanu tiaminy.

Uzyskanie ekspresji biatka THI6 nie byto proste ze wzgledu na jego sktonnos$¢ do
tworzenia ciat inkluzyjnych; z tego wzgledu hodowla prowadzona byta w
temperaturze 16°C. Dla utatwienia oczyszczania biatka dotaczono do jego N-konca
etykiete inteinowq zawierajacq domene wiazaca chityne.

Przeprowadzona przez Doktorantke analiza sekwencji biatka wykazata obecnos$¢
domeny o przewidywanej aktywnosci syntazy monofosforanu tiaminy (TMP) w N-
koficowej czesci czasteczki i domeny o przewidywanej aktywnosci kinazy 5-(2-
hydroksyetylo)-4-metylotiazolu (HET) w C-kohcowej czesci czasteczki. Aktywnosci
te zostaly stwierdzone doswiadczalnie w preparatach rekombinowanego biatka.
Elektroforeza w warunkach denaturujacych wskazata na mase czasteczkowaq biatka
réwnag, okoto 60 kDa, zblizong do teoretycznie wyliczonej masy czasteczkowej
58,058 kDa. Masa czasteczkowa natywnego biatka wyznaczona technika saczenia
molekularnego wyniosta ok. 375 kDa, co sugeruje, ze biatko jest heksamerem.
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Doswiadczalnie wyznaczony punkt izoelektryczny biatka (6,3) zblizony byt do
teoretycznie wyznaczonej wartosci 5,67.

Doktorantka wykazata, ze ATP jest preferowanym donorem grup fosforanowych.
Przeprowadzita analize kinetyczna obu dwusubstratowych reakcji wyznaczajac
wartosci szybkosci maksymalnych i statych Michaelisa. Wykazata inhibicje
substratowej reakcji syntazy TMP przez difosforan 4-amino-5-hydroksymetylo-2-
metylopirymidyny i wyznaczyta statq inhibicji. Stwierdzita hamowanie reakcji
syntezy TMP przez UTP, ATP, ADP i difosforan. Interesujace byto wykazanie
akompetecyjnego charakteru hamowania aktywnosci enzymatycznej przez ATP i
difosforan (mniej oczywisty dla wyzszych stezen inhibitordw, sadzac na podstawie
Rys. 24 i 25). Nie zaobserwowata inhibicji przez substrat dla reakcji kinazy HET.

Analiza kinetyczna prowadzona byta w oparciu o linearyzacje Lineweavera-Burka
i Hanesa-Woolfa rownania Michaelisa-Menten. By¢ moze warto bytoby sprébowaé
takze linearyzacji Eadie-Hofstee, mniej podatna na btad doswiadczalny pomiaru
aktywnosci przy niskim stezeniu substratu niz linearyzacja Michaelisa-Menten.

Podobienstwo sekwencji biatka drozdzowego do biatek bakteryjnych o znanej
strukturze pozwolito Doktorantce na stworzenie tréjwymiarowych modeli obu
domen katalitycznych za pomoca modelowania homologicznego. Dla sprawdzenia
jakosci uzyskanych modeli obu domen katalitycznych Autorka rozprawy wykonata 8
mutacji punktowych w domenie syntazowej biatka i 6 mutacji punktowych w domenie
kinazowej. Poprzez pomiary dichroizmu kotowego stwierdzita, ze wprowadzone
mutacje nie spowodowaly istotnych zmian konformacyjnych biatka. Dwa sposrdd
mutantow w domenie syntazowej (K47E i S210A) wykazaty podwyzszong aktywnos$¢
w stosunku do formy wyjsciowej biatka i zniesienie zjawiska inhibicji przez
substrat. Jedna z mutacji w domenie kinazowej (C465D) powodowata ponad 2-
krotny wzrost aktywnosci kinazowej muteiny.

Badania dotyczace wptywu stresu na aktywno$¢ biatek zaangazowanych w
metabolizm tiaminy dostarczyly interesujacych informacji na temat biologicznej
roli tego zwiazku. Doktorantka stwierdzita silng represje biosyntezy tego zwiazku w
warunkach jego obecnosci w pozywce. Wykazata, ze aktywnos$é syntazy TMP
niewiele zmieniata sie od wczesnoeksponencjalnej do stacjonarnej fazy wzrostu,
podczas gdy aktywnosci pirofosfokinazy tiaminy i transketolazy byty najwyzsze w
fazie wczesnoeksponencjalnej ulegajac nastepnie obnizeniu.

Wszystkie stosowane czynniki stresujace indukowaty w komérkach drozdzy
stres oksydacyjny, co Doktorantka stwierdzita na podstawie wzrostu aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej. Mozna bytoby potwierdzi¢c zachodzenie stresu
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oksydacyjnego poprzez pomiar innych parametréow np. stezenia glutationu czy
poziomu produkcji reaktywnych pochodnych tlenu Ilub zréznicowany pomiar
aktywnosci manganowej i cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej, jednak
zmiany catkowitej aktywnosci dysmutazowej sa wystarczajaco dobrym dowodem
zachodzenia stresu oksydacyjnego. Interesujace wyniki uzyskane przez
Doktorantke dowodzace indukcji zwtaszcza pirofosfokinazy tiaminy i transketolazy
w wiekszo$ci sytuacji stresowych wskazuja na istotna role tiaminy i jej metabolitéw
w odpowiedzi drozdzy na stresy rdznego typu. Ciekawe sq tez obserwacje Autorki
rozprawy dotyczace wzrostu aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w szczepach
defektywnych w zakresie biosyntezy tiaminy oraz podwyzszenia aktywnosci
enzymoéw szlaku biosyntezy tiaminy i TDP w mutantach regulatorowych yapiA i
hoglA, w ktérych obnizona byta aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, co moze
sugerowaé, ze wzmozenie metabolizmu tiaminy kompensuje niedobory innych
mechanizméw obronnych w komérkach drozdzy. Moze to byl zwiqzane ze
wspomnianym w Dyskusji pracy antyoksydacyjnym dziataniem fiaminy, a zwlaszcza
produktu jej utlenienia, tiochromu. Szkoda byé moze, ze Doktorantka nie badata
metabolizmu tiaminy takze w mutantach drozdzy pozbawionych dysmutaz
ponadtlenkowych. Warto bytoby chyba tez analizowal poziom tiaminy i jej
metabolitéw réwnolegle z poziomem aktywnosci enzyméw metabolizmu tiaminy.

Obszerna (21 stron), bardzo dobrze napisana Dyskusja krytycznie analizuje
uzyskane wyniki na tle pismiennictwa przedmiotu. Mozna zastanawiaé sie, czy
potrzebne jest w wielu miejscach powtarzanie opisu wynikow, niemniej jednak
bardzo utatwia to poréwnanie wynikéw wiasnych z danymi piSmiennictwa i sprawia, ze
takze te czes¢ pracy czyta sie bardzo dobrze.

Moj ogélna ocena pracy jest bardzo pozytywna. Z obowiazku recenzenta
mam kilka marginalnych uwag do tresci rozprawy.

Mozna zastanawial sie, czy konieczne jest podawanie w pracy jednoliterowych
skrétow aminokwaséw, skoro sa ogdlnie dostepne i zazwyczaj przytaczane w
podrecznikach biochemii (cho trzeba przyznaé, ze moze to utatwié lekture pracy
czytelnikowi, ktéry niekoniecznie wszystkie te symbole pamieta). Zwrot na poczatku
s.16 nie jest w pemni precyzyjny: Autorka rozprawy pisze o aktywnosci syntazy
monofosforanu tiaminy ,zaréwno w pozywce pozbawionej tiaminy, jak i w pozywce
bogatej w tiamine". To skrét myslowy, ktéry moze wprowadzaé w btad: chodzi o
aktywnos¢ enzymu w komorkach drozdzy hodowanych w odpowiednich pozywkach.
Na s. 32 Doktorantka pisze: ... transporter ten nazwano operonem BPQ". Wydaje
mi sie, ze to niewla$ciwe sformutowanie: operon to zespot gendéw kodujacych
transporter, ale nie produkt ich ekspresji. Na s. 65 Autorka okresla roztwér kwasu
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fosforowego jako .bufor anodowy”, a roztwor NaOH jako .bufor katodowy"”. W
Zargonie laboratoryjnym uzywa sie takich okreslen, trudno jednak nie zauwazyé, ze
ani jeden, ani drugi roztwér nie sq buforami.

Doktorantka nie podaje nigdzie wydajnosci produkcji rekombinowanego biatka.
Oznaczenia (symbole/kolory) nie sq w petni konsekwentne na Rys. 24 i 25 (wykresy
C w stosunku do wykreséw A i B).

Te marginalne uwagi nie rzutuja na moja wysoka ocene rozprawy doktorskiej mgr
Ewy Kowalskiej, ktéra uwazam za istotne osiagniecie naukowe Doktorantki i Jego
Promotora. Chce takze zwrdcié uwage na bardzo staranng edycje rozprawy. Wyniki
uzyskane w pracy zostaty opublikowane, jak dotychczas, w postaci dwdch artykutow.

Uwazam, ze rozprawa spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim przez art.
14 i 15 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. Z petnym przekonaniem wnosze wiec do
Wysokiej Rady Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Ewy Kowalskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Sadze ponadto, ze ze wzgledu na naktad pracy, stosowanie bogatego warsztatu
badawczego oraz uzyskane oryginalne i nowatorskie wyniki rozprawa ta zastuguje
na wyrdznienie.
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