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na warunki stresu abiotycznego modelowych organizméw drozdzowych z rodzaju
Saccharomyces oraz Candida”
wykonanej na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytetu Jagielloniskiego
pod kierunkiem dr hab. Marii Rgpalty-Kozik

Tiamina (witamina B,) mimo, ze jest znana od ponad 100 lat, nadal cieszy si¢
zainteresowaniem badaczy z zakresu biologii i medycyny. Roéwnie aktualnym tematem w
dziedzinach zwigzanych z naukami przyrodniczymi, medycznymi, a nawet spolecznymi jest
szeroko poimowane zjawisko stresu. W ostatnim czasie, oprocz dobrze poznanej
koenzymowej roli tiaminy, dowiadujemy si¢ coraz wigcej na temat nickoenzymowego udziatu
tej witaminy w regulacji metabolizmu komdrek, aczkolwiek stosunkowo niewiele wiadomo
na temat udziatu tiaminy w reakcjach organizméw jednokomérkowych na czynniki
stresogenne. Tego whasnie zagadnienia dotyczy przediozona do oceny rozprawa doktorska.
Jako obiekt badan Autorka wybrata mikroorganizmy z rodzajéw Saccharomyces i Candida,
facznie 5 gatunkow.

Aby ocenié trafno$é¢ doboru tematu i obiektu badan, najlepiej siggnac do danych
dotyczacych publikacji nawiazujacych do omawianych zagadnien. Przykladowo,
przeszukujgc baze Web of Science zapytaniem ,thiamine”, uzyskujemy ponad 12000
rekordéw, podczas gdy prac dotyczacych tiaminy i stresu znajdujemy niewiele ponad 60.
Jeszcze mniej wiadomo na temat udziatu tiaminy w stresie u drozdzy. W tym przypadku w
bazie Web of Science mozna odnalez¢ zaledwie kilka pozycji, sposrdd ktorych az trzy sg
wspolautorstwa mgr Natalii Wolak. Wyniki jednej z tych prac czgsciowo wehodza w skiad
ocenianej rozprawy doktorskiej. Przytoczone powyzej dane $wiadcza bezspornie o tym, ze

zagadnienia poruszane w rozprawie mieszcza si¢ w aktualnych trendach fachowej literatury



swiatowej. WybGr tematu i obiektu badan sg trafne, a uzyskane wyniki znaczaco wzbogacaja
wiedze w zakresie roli tiaminy w stresie,

Przedstawiona do oceny praca ma strukturg klasycznej rozprawy doktorskiej spisanej
na 145 stronach maszynopisu. Dzielo zostalo bardzo starannie i estetycznie zredagowane.
Zasadniczg tre$¢ rozprawy poprzedza wykaz stosowanych skrotow i streszezenie (po polsku 1
po angielsku). Tekst zamyka suplement, w ktérym autorka przedstawia sekwencje starterow
do ponad 50 genéw, ktérych ekspresje analizowata metoda Real-time PCR. Podziat pracy na
podrozdzialy jest logiczny i nie budzi zadnych zastrzezeri. Praca zawiera 47 kolejno
ponumerowanych rysunkéw, z ktérych wigkszosce (36) to diagramy shupkowe i wykresy
obrazujace uzyskane wyniki, 6 tabel, z ktérych 5 bez numeréw stanowi integralng czesé
rozdziatu ,,Materiat i metody”, jedna (Tabela 1) ilustruje analize regionow promotorowych
genéw zwigzanych z metabolizmem tiaminy. Spis literatury zawiera ponad 160 pozycii,
wsréd ktorych dominuja eksperymentalne prace opublikowane w anglojezycznych
periodykach naukowych. Cytowana literatura zawiera zaréwno klasyczne, starsze dziela, jak i
opisy najnowszych osiagni¢¢ naukowych zwiazanych z tematyka pracy. Okotlo 30%
cytowanej literatury to pozycje opublikowane w ostatnich 5 latach, co swiadczy o aktualnej
wiedzy Autorki w zakresie omawianych zagadnief.

Zwigzie wprowadzenie dobrze ukierunkowuje czytelnika na cel pracy ugruntowujac
zarazem zasadnos¢ podjetych badan. We wstepie Autorka przedstawia udziat tiaminy i jej
fosforanowych pochodnych w podstawowym metabolizmie komérek, wskazujac takze
fizjologiczne i medyczne znaczenie tej witaminy. Sposréd duzej grupy enzyméw zaleznych
od difosforanu tiaminy autorka koncentruje sie na najistotniejszych, powszechnie
wystepujacych u wszystkich organizméw zywych, takich jak transketolaza i kompleksy
dehydrogenaz 2-oksokwasow, jak tez specyficznej dla organizméw prowadzacych
fermentacj¢ alkoholowa dekarboksylazie pirogronianowej. Mozna by bardziej wyeksponowaé
udziat szlaku pentozofosforanowego (i transketolazy) w utrzymywaniu rownowagi
oksydoredukcyjnej komorek oraz zagadnienie roli trisfosforanu tiaminy w odpowiedzi na
niekorzystne warunki §rodowiska.

Opisujac role enzyméw zaleznych od difosforanu tiaminy, Autorka uzywa terminu
».dehydrogenaza a-oksokwaséw”, poprawniej byloby pisaé o dehydrogenazie 2-oxo-
ewentualnie a-ketokwaséw. Nalezy tez wskazaé, ze dehydrogenaza 2-oksokwasow o
rozgatgzionych tancuchach w fizjologicznych warunkach uczestniczy bardziej w katabolizmic

aminokwasow niz w ich syntezie — jak pisze Doktorantka (str. 22). We wstgpie, oprdcz



koenzymowej roli tiaminy, Autorka wskazuje réwniez odkrycia zwigzane z nickoenzymowsa
rolg tej witaminy. Dodatkowo w bardzo przyst¢pny sposéb opisuje proces biosyntezy i
dystrybucji tiaminy w komdérkach, wskazujge najnowsze odkrycia dotyczace tych zagadnien.

W drugiej czesci wstepu Autorka wprowadza czytelnika w zagadnienie stresu podajgc
glowne czynniki tego zjawiska i omawia jego mechanizmy w odniesieniu do obiektu badan.
Wskazuje rowniez podobienstwa i réznice w odpowiedzi na nickorzystne czynniki u
badanych grzybéw z rodzaju Saccharomyces i Candida. Nalezy zwrdci¢ uwagg, ze
Saccharomycotina nie jest rodzajem — jak pisze Autorka w podpisie do rys. 4 — ale podtypem,
w ktérym znajduje sie rodzina Saccharomycetaceae grupujaca 14 rodzajow, z ktdrych 2 to
Saccharomyces 1 Candida. Grzyby z rodzaju Candida powszechnie kolonizuja nasze
organizmy (np. przew6d pokarmowy) nie powodujac chorob. Do ujawnienia klinicznych
objawéw zakazenia dochodzi w specyficznych warunkach, gdy obniza si¢ poziom
odpornosci. Czy zatem nie lepiej byloby uzywaé w stosunku do nich okreslenia ,,grzyby
oportunistyczne”, jak czynig to mikrobiolodzy kliniczni, w zamian terminu ,,patogeny”, jak
pisze Autorka?

Zastanawia mnie kwalifikacja stresu oksydacyjnego, jako zjawiska typowo
abiotycznego. Wiadomo, Ze generowanie reaktywnych form tlenu jest naturalng
konsekwencja fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach. Wolne rodniki moga réwniez
powstawac w peroksysomach, a niektore komorki naszego systemu obronnego wykorzystuja
tzw. wybuch tlenowy do zwalczania infekcji. Oczywiscie wolne rodniki mogg powstawac
rowniez bez udziatu organizméw zywych (np. w skutek promieniowania), tym nie mnie)
uwazam, ze oddzialywania wolnorodnikowe mozna réwnie dobrze zaliczy¢ do czynnikéw
biotycznych, szczegdlnic w przypadku Candida.

Podsumowujgc uwazam, ze wstep ocenianej rozprawy doktorskiej po drobnych
korektach i uzupelnieniach moglby by¢ opublikowany jako praca przegladowa.

Celem rozprawy jest weryfikacja hipotezy protekcyjnego dziatania tiaminy w stresie
spowodowanym réznymi czynnikami, ze szczegélnym uwzglednieniem reaktywnych form
tlenu u grzybéw Saccharomyces i Candida, jak tez ocena zaleznosci tego zjawiska od
kofaktorowej i niekofaktorowej funkcji tiaminy oraz identyfikacja mechanizmow
zaangazowanych w jego regulacje. Cel pracy zostal precyzyjnie sformutowany i prawidlowo
uzasadniony. Szczegdlnie interesujaca jest konfrontacja udzialu tiaminy w stresie u

niepatogennych Saccharomyces cerevisiae 1 oportunistycznych gatunkow z rodzaju Candida.



Metodyka pracy jest adekwatna do postawionego celu, a opis zastosowanych metod
jest precyzyjny 1 pozwala na powtorzenie badan. Na uwage zastuguje szeroki zakres
wykonanych analiz. Autorka wykorzystala klasyczne metody wyznaczania krzywych wzrostu
grzybow, badania aktywnoéci czterech gléwnych enzymow zaleznych od tiaminy, okreslita
stezenie tiaminy i jej difosforanu, poziom wolnych rodnikow, stan utlenienia bialek i
zawartosci glicerolu w komdrkach. Wykorzystata réwniez metody biologii molekulamej do
analizy ekspresji gendw biatek zaleznych od difosforanu tiaminy, zaangazowanych w jej
syntezg 1 transport jak tez regulujacych zjawisko stresu w komoérkach. Doktorantka poshuzyta
si¢ rowniez bioinformatyczna analiza mozliwosci oddziatywan czynnikow transkrypeyjnych z
regionami promotorowymi gendéw zwigzanych z metabolizmem tiaminy. Na szczegolne
uznanie zastuguje fakt, ze autorka nie poprzestata na analizach bioinformatycznych, ale ich
wyniki zweryfikowata w eksperymentach z mutantami drozdzy wykorzystujac metody
biologii molekularnej, co pozwolilo na bardziej precyzyjne okreslenie gendéw
zaangazowanych w protekcyjne dziatanie tiaminy.

Zastosowany sposdb przeliczenia wynikow i podania ich w postaci odpowiednich
stosunkéw pomaga w zobrazowaniu opisywanych zjawisk. Mankamentem metodyki jest brak
bardziej szczegblowe] analizy statystycznej uzyskanych danych. Zastosowanie testow
statystycznych do oceny istotnosci obserwowanych réznic mogloby znaczgco utatwic analize
wynikéw. Nalezaloby rdwniez zdefiniowaé stupki bledu prezentowane na wykresach i
diagramach stupkowych. W przypadku badania aktywnosci kompleksow dehydrogenaz 2-
oksokwaséw mozna by pokusié sie 0 oznaczenia w preparacie mitochondrialnym.
Wplyngloby to znaczaco na precyzje pomiarow aktywnosci zwlaszeza kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej. Uzycie terminu ,,ekstrakt drozdzowy™ w stosunku do
homogenatu komérek wprowadzanego do mieszanin reakcyjnych moze by¢ mylgce dla
czytelnika — z reguty mianem ekstrakt drozdzowy okresla sie popularny skfadnik stosowany
do przygotowania pozywek. Przy przeliczaniu wynikow analizy Real-time PCR mozna by
wykorzysta¢ metode Pfaffla dajacg mozliwosé korekty wyniku o wskaznik wydajnosci
reakcji, co mogloby poprawi¢ precyzje wyniku. Uwazam, ze cennym uzupelnieniem
rozprawy moze by¢ poréwnanie przezywalnosci komorek w warunkach kontrolnych (bez
egzogennej tiaminy) i z dodatkiem tiaminy w konfrontacji z wynikami w podobnych
warunkach, ale uwzgledniajac badane czynniki stresogenne. Te drobne uwagi dotyczace
czgscl metodyczne] nie ujmujg wartosci pracy, mogg natomiast pomoéc podczas

przygotowywania kolejnych publikacji.



Kolejnosé eksperymentéw zostata zaplanowana prawidlowo, opis wynikow jest
konkretny, a dyskusja jest uporzadkowana, prowadzona w taki sposéb, by czytelnik po
lekturze wynikow byt zorientowany w aktualnej literaturze przedmiotu, a jednoczesnie
dostrzegal osiagniecia Doktorantki na tym tle. Na wstgpie Autorka analizuje wplyw obecnosci
tiaminy w pozywce na jej ilo§¢ w komérkach, ekspresj¢ genéw zaangazowanych w
biosynteze, dystrybucje i aktywnosé enzymow zaleznych od difosforanu tiaminy, co jest
istotne dla interpretacji wynikow badan nad stresem w pozniejszej czgéci pracy. Sposrod
wszystkich zastosowanych czynnikéw najwyzsze wyhamowanie wzrostu zaobserwowano pod
wplywem nadtlenku wodoru, co potwierdza efekty opisywane wezesniej w literaturze.
Natomiast drozdze na pozywce z tiaming wykazaly wyraznie wyzsze tempo wzrostu w
warunkach stresu w pordéwnaniu z komdrkami na pozywce bez tiaminy. Wyniki te wraz z
innymi danymi prezentowanymi w pracy $wiadcza bezspornie o protekeyjnym dziataniu
tiaminy. Doktorantka uzyskata réwniez bardzo ciekawe dane rzucajace nowe $wiatlo na rolg
tiaminy w odpowiedzi mikroorganizméw na nickorzystne czynniki. Wykazala, ze w pozywce
z dodatkiem tiaminy zachodzi obnizenie ekspresji genéw zwiazanych ze stresem (katalazy,
dehydrogenazy 3-fosfoglicerolowej, dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy cytochromu
C), co potwierdza protekcyjng role tiaminy, by¢ moze niezwiazang z funkcja koenzymowsg.
Odwrotny efekt odnotowano w przypadku biatek Hsp, gdzie dodatek tiaminy do pozywki
powodowat niewielki wzrost ekspresji gendw kodujacych te biatka.

Znaczgcym osiggnieciem pracy jest szereg dobrze zaplanowanych doswiadczen z
wykorzystaniem mutantéw drozdzy wskazujgcych, Ze wolna tiamina dziata protekcyjnie w
warunkach narazenia komérki na dzialanie reaktywnych form tlenu. Autorka potwierdzita
rowniez udzial biatka Hogl uczestniczacego w odpowiedzi na wszystkie badane czynniki
oraz biatka Yap1 zaangazowanego gléwnie w protekcyjnym dziataniu tiaminy wobec stresu
oksydacyjnego. Autorka wytypowala tez 3 czynniki transkrypeyjne (Stbs, Skn7, Skol)
sposrdd 15 wybranych wstepnie, ktére mogg by¢ zaangazowane w protekeyjne dzialanie
tiaminy w testowanych warunkach. Odkrycia te w znaczacy sposob przyblizaja
rozszyfrowanie molekularnych mechanizméw ochronnego dziatania tiaminy, co stanowi duzg
warto$¢ poznawczg pracy.

U Candida Autorka wykazata podwyzszong ekspresje pirofosfokinazy tiaminy 1
transketolazy w odroznieniu od drozdzy. Ponadto Candida w odréznieniu od Saccharomyces
nie wykazywaly obnizenia poziomu ekspresji enzymoéw antyoksydacyjnych w warunkach

dostepnosci tiaminy. Byé moze u gatunk6w silniej narazonych na kontakt z reaktywnymi



formami tlenu protekcyjne dziatanie wolnej tiaminy jest mniej efektywne, a wagi nabiera jej
koenzymowa rola. Wyniki te wskazuja na pewne przystosowania oportunistow z rodzaju
Candida do wywolywania infekcji. Nasuwa si¢ pytanie, czy Autorka dostrzega mozliwoscl
wykorzystania swoich wynikow w praktyce medycznej?

Podsumowujac oceng rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii Wolak stwierdzam, ze
zawarte w recenzji uwagi maja na celu sprowokowanie dyskusji i wskazanie mozliwosci
wzbogacenia rozprawy. Uzyskane wyniki maja niewatpliwy wkiad w rozszerzenie wiedzy na
temat udziatu tiaminy w stresie. Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedmiotowe
opracowanie spelnia wszystkie wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. W
zwiazku z powyzszym wnioskuje o dopuszczenie mgr Natalii Wolak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage wysoka wartos¢ naukowa rozprawy,
sktadam wniosek o jej wyr6znienie zgodnie z zasadami przyjetymi przez Radg Wydziatu

Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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