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Recenzja pracy doktorskiej mgr.Mateusza Molonia

,rRola tempa wzrostu objpto5ci kom6rek droLdLy Succharomyces cerevisiae

w determinowaniu ich potencjalu replikacyjnego i dlugo5ciLycia"

JeSli miar4 trudnoSci na jakie napotyka biolog usilujqcy ronlvirlrJal jakiS problem jest liczba

istniejqcych teorii i hipotez, w6wczas proces starzenia siE organizm|w zalicryt trzeba z

pewnoSci4 do zagadnieri o niezmiernie wysokim stopniu skomplikowania. W ogromnej

rozci4gloSci badan na polu biogerontologii i mnogoSci rodz4cych sig z nich koncepcji ukryty

jest przede wszystkim emocjonalny stosunek czlowieka do wlasnego przemijania,

poszukiwanie determinant6w dtugowiecznoSci i odwieczna tgsknota za nieustaj4cqmlodoSci4.

Tak wipc, bpd4c przedmiotem naszego wlasnego doSwiadczenia i osnowe otaczalqcych nas

zjawisk, symptomy i mechanizmy starzeria sig z natury rzeczy przyciryaly ludzk4 uwagQ

bardziej nrz inne procesy. Mimo tej uzasadnionej dociekliwo5ci, viedza oparta na

obserwacjach i analizie fakt6w eksperymentalnych jest - z jednej strony niezupelna, a przez

to otoczona horyzontem wci42 otwartych problem6w, z drugiej natomiast pelna brak6w,

niejasnoSci i niedoskonalo5ci teorii i wspieraj4cych je dowod6w.

Chociaz natura mechanizm6w r62nicuj4cych osobniki pod wzglgdem czasu trwania

ich indywidualnych byt6w ma charakter deterministyczny, wielo5d element6w cz4stkowych,

jakie steruj4procesami starzenia sig nie pozwala na latwe i jednoznaczne przevmdywanie ich

ntaczeria i konsekwencji. Nic zatem dziwnego, 2e dla biologa, kt6ry podejmuje pr6bg

rozwiklania chodby czESci tajemnicy dtugowiecznoSci, szczeg6lnie istotne staje sig

precyzyjne sformulowania cel6w poznawczych i wlaSciwych Srodk6w do ich realizacji:



r6wnie wuiny jest dob6r modelu, jak i metod pracy eksperymentalnej. W tym kontekScie

rozprawa mgr Mateusza Molonia dobrze spelnia kahde ztych wymagari. Obiektem Jego pracy

badawczej sq drohdhe piekamicze (Saccharomyces cerevisiae), evkariotyczne organizmy

jednokom6rkowe o sekwencjach genomowego DNA znanychjuz od 1996 r., coraz lepiej i

pelniej rozumianych pod wzglEdem funkcji bialkowych produkt6w ich ekspresji.

Proces starzenia sig i Smierci jednokom6rkowych organizm6w dzielqcych siQ

symetrycznie jest kwesti4 kontrowersyjnq poniewaZ cytokineza nastgpuj4ca po akcie

podzialu zreplikowanego j4dra jest tym momentem, w kt6rym z organizmu macierzystego

powstajq dwa organizmy potomne, bpd4ce w jednakowym stopniu tworami pierwszego.

Chociaz pierwotna kom6rka przestaje istniei, w tej samej chwili przenosi Zycie do dw6ch

kom6rek potomnych, ustanawiajqc migdzygeneracyjn4 ci4gloS6. Jednokom6rkowe &o2&2e

piekarnicze dzielqce sig asymetryczsie poprzez pqczkowanie zdolne s4 do wytworzenia

ograniczonej liczby kom6rek potomnych. Formuj4c 'mniejszy od siebie pqczek kom6rka

,,matkd'pozostawia na swojej powierzchni swoisty akt urodzenia - blizng podzialow4. Ich

liczba, r6wna liczbie ,,zxodzonych" kom6rek ,,c6rek" tradycyjnie uznawana jest za wskaznik

dtugoSci Lycia lub miarg dynamiki procesu replikacyjnego starzenia sig. Slusznie wipc, bo

zgodnie z istot4 rzecry, w rozprawie doktorskiej mgr Mateusza Molonia synonimem

plodnoSci jest termin ,,potencjal reprodukcyjLy", a dlugoSd 2ycia mierzona jest takZe czasem,

w kt6rym r6ima mohe byf liczba potomnych kom6rek ,,c6rek" wytworzonych w cyklu

Zyciowym kom6rki macierzystej. Czas Zyciajest wigc czasem starzeria siE, a zarazem sume

dw6ch okres6w: fazy reprodukcyj nej i postreprodukcyj nej .

DtugoS6 Zadnej z tych faz nie jest zaprogramowana genetycznie, nie ma bowiem

gen6w dlugowiecznoSci; niewqtpliwie jednak, jako wypadkowa wielu proces6w, a wiEc efekt

wekforowy, czas istnienia kom6rki-organizmu pozostaje w znaoznym stopniu pod kontrol4

sekwencji genomowego DNA. Niekt6re z tych sekwencji majq charakter uniwersalnych

regulator6w starzenia siq, a ich mutacje w podobny spos6b wplywajq na dlugoSd irycia

r62nych gatunk6w. Inne warunkuj4 funkcje tzw. ,,mechanizm6w prywatnych", ujawniajqc

swoje dzialanie w zakresie ograniczonym taksonomicznie; jeszcze inne stanowi4 specyficzne

,,tlo genetyczne", kt6re w mniejs4rm lub wipkszym stopniu determinuje fenotypowy efekt

mutacji gen6w o vryruirie zdefiniowanym wptywie na dlugoSd Zycia. Na tym wlaSnie

poziomie krystalizuj4 sig podstawowe cele badawcze Doktoranta. Zr6inieowane tlo

genetyczne zapewria Autorowi wyb6r 3 ,,dlugowiecznych" (zgodnie z tradycyjnq

terminologi$ szczep6w droZdty, o odmiennych cechach morfologicznych (wielkoSciach

kom6rek) i niejednakowych potencjalach reprodukcyjnych (Srednich i maksymalnych). Dwaz



tych szczep6w, BY4741 i BMA64-LA oraz ich mutanty, sq standardowymi obiektami badan

w wielu laboratoriach Swiata; trzeci, o wyjqtkowo durym potencjale reprodukcyjnym - SP-4

- wykorzystywany jest przede wszystkim w Katedrze Biochemii i Biologii Kom6rki

Uniwersytetu Rzeszowskiego.

Eksperymentalna praca mgra Mateusza Molonia przynieS6 miala odpowiedZ na

pytanie: jakie efekty fenotypowe, ujawniaj4ce sig w kontekScie genetycznego tla wybranych

szczep6w S. cerevisiae, wywotuj4 delecje tzech gen6w - FOBI, SCH9 i RPL2}B.

Wcze6niejsze obserwacje wykazaly,2e ich brak lub inaktywacjaprzyczynia sig do wzrostu

potencjalu reprodukcyjnego. Uzupelnieniem stworzonego tak modelu doSwiadczalnego bylo

wl4czenie czwartego mutanta delecyjnego, sfplA, charakteryzujecego sig przeciwnymi efek-

tami fenotypowymi, a wipc redukcjq Sredniej i maksymalnej liczby generacji wytwarzanych

kom6rek ,,c6rek". Pierwsz5rm z zadeklarowanych cel6w badan mgra Mateusza Molonia bylo

okreSlenie potencjalnych rwiryk6w migdzy osi4ganymi rozmiarami kom6rek wybranych

szczep6w drohdzy a dlugoSci4 ich reprodukcyjnej fazy |ycia; drugim - por6wnanie wplywu

mutacji na potencjal reprodukcyj ny i rzeczyvmst4 dlugoS6 Zycia kom6rek.

WstEp do rozprav,ry doktorskiej opisuje droZdhe jako organizm modelowy,

przedstawia teorie wyjaSniaj4ce przyczyny zr6Znicowanej dlugoSci Zycia kom6rek i

organizm6w, a jego trzecia - moim zdaniem - najciekawsza czg36 umiejscawia obiekt

wlasnych badan Autora w perspektywie wsp6lczesnych problem6w nauki o mechanizmach i

przebiegu proces6w starzenia sig. Przegl4d aktualnego stanu tej wiedzy, osadzony na tle

odkryd trwale zapisanych w historii biogerontologii uwzglgdnia m.in. wptyw czynnik6w

regulacji metabolicznej, uwarunkowania genetyczne, znaczenie aktywnoSci telomerazy i

reaktywnych form tlenu, odpowiedzialnych za uszkodzetia struktur kom6rkowych. Na

koniec, koncentrujqc sig na dw6ch modelach procesu starzenia (replikacyjnym i

chronologicznym) oraz genetycznych aspektach ,,dlugowiecznoSci" drohd?y, Autor

wprowadza czytelnika w kontekst wlasnego ukladu doSwiadczalnego.

Osi4gniEcie pozornie prostych cel6w, jakie postawil sobie mgr Mateusz Molot'r

wymagalo zar6wno wlaSciwego przygotowania materialu badawczego, wyboru odpowiednich

gen6w, opanowania sposobu ich eliminacji i umiejqtnego zastosowania bogatego arsenalu

nowoczesnych technik eksperymentalnych. W ich zestawie, opr6cz metod biologii

molekularnej (PCR, transformacji genetycznej, sekwencjonowania, analizy profrli

polisom6w), jest wiEc takhe mikromanipulacja, kolorymetria izotermalna, badania

radioizotopowe, mikroskopia fluorescencyjna i elektronowa mikroskopia skaningowa). Dob6r



tych technik, nade wszystko jednak spos6b ich wykorzystania w trakcie realizacji

po szcze 96l ny ch zadah eksperymentalnych nale?y o ceni6 - moim zdarnem - bar dzo wysoko.

O rzeczywistej, merytorycznej wartoSci rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Molonia i

mojej wysoce pozytywnej ocenie Jego pracy decyduj4 przede wszystkim uzyskane wyniki.

Ich opis jest konsekwentnym, systematycznym i dobrze udokumentowanym rejestrem

wptywu delecji gen6w FOBI, SCH?, fuPL21B i SFPI na kinetykE wzrostu badanych

mutant6w, ich potencjal reprodukcyjny, zmiany objEtoSci kom6rki podczas kolejnych

generacji oraz ich reprodukcyjnq i postreprodukcyjnq dtugoSt Zycia. Rezultaty badan

dotyczqcych potencjalu reprodukcyjnego wskazujq 2e dla wigkszoSci mutant6w fenotyp

wynikaj4cy z braku tych gen6w nie jest jednakowy, v,ryru1nie zaleLy bowiem od szczepu

referencyjnego, a wiEc tla genetycznego. Genem, kl6rego lvtock-out - bez wzglEdu na tlo

genetyczne - prowadzi do podobnych efekt6w jest specyficzny dla S. cerevisiae FOBI; jego

bialkowy produkt zlokalizowarry w jqderku zaangahowarry jest w blokowanie widelek

replikacyjnych i aktywnoSi ,,gorecego miejsca" rekombinacji. Istotny wptyw tla

genetycznego charaheryzttje natomiast fenotypowe efekty delecji genu SCH9, koduj4cego

LJrnazg szlaku kontrolnego, kt6ry nadzoruje gospodarkp skladnikami od?ywczymi i

monitoruje metaboliczny stanu kom6rki. Mutacje genu RPL2}B zabvrzajqproces formowania

sig duzej podjednostki rybosomowej, obnihajqc tym samym profil polisom6w i translacji,

natomiast delecja SFPI, kt6rego produkt jest bialkiem o motywie palca cynkowego, redukuje

tempo wzrostu kom6rek drold2y i modyfikuje przebieg cyklu kom6rkowego w krytycznym

okresie przej Scia G2 lM (wywoluj 4c m. in. przedwczesnq inicj acj E mitozy).

Istotnq rolp w regulacji potencjalu reprodukcyjnego odgrywa tempo wzrostu kom6rki

,,matki" (zar6wno w odniesieniu do jej fazy proliferacyjnej, jak i pojedynczej generacji),

chociu2jej objetoS6 maksymalna u mutant6w o podwyzszonej zdolno5ci do podzial6w jest

najczgsciej bliska objEtoSci kom6rki ze szczepu wyjSciowego. Badania mgr Mateusza

Molonia ujawnily, 2e hipertrofia wywolanaprzez niekt6re z indukowanych mutacji wiqze siE

ze wzrostem potencjalu reprodukcyjnego. DlugoS6 okresu aktywnoSci proliferacyjnej,

podczas kt6rego tworzone sq kolejne generacje kom6rek, wyznacza zar6wno liczba cykli

podzialowych (potencjal reprodukcyjny), jak i dlugoS6 pojedynczego cyklu, przry czp oba te

czynniki - lqcznre lub niezaleznie od siebie - wywolywai mogq taki sam efekt. Przykladem

moae byd tu jednakowo dluga reprodukcyjna faza Zycia kom6rek szczepu BMA64-1A z

delecjami gen6w FOBI i SFP1.

Jednym znajwuZniejszych osi4gniEd rozprary doktorskiej mgra Mateusza Molonia sq

te spoSr6d licznych wynik6w Jego analiz, 1rJt6re wydajq siE sklaniad do istotnej rewizji



wniosk6w jakie plyn4 z dotychczasowych badan nad starzeniem sig S. cerevisiae. Przyjgcie

nowej i - jak sig wydaje - w pelni racjonalnej miary, jakqprzy okreSlaniu dlugoSci 2ycia jest

uptyw czasu (a nie plodnoSd, czyli potencjal reprodukcyjny) wskazuje, 2e szczepy drozdiry

opisywane dot4d jako ,,dlugowieczne" zrySq w istocie kr6cej lub tylko r6wnie dlugo jak

szczepy referencyjne. Znaczny wydatek energetyczny zwiqzany z tworzeniem nowych

generacji kom6rek ,,c6rek" przynieSd mole swoiste obnizenie standardu Lycia kom6rki

,,matki". W tym kontek3cie, zaskakujqca zmiana,,statusu" dotyczy mutanta sfpl A, kt6ry - w

oparciu o liczbp generacji - umawany jest jako kr6tko zyJqcy; analizalqcznq dtugoSci obu

faz jego Zycia wyruitnre wykazuje jednak na ,,dlugowiecznoSi". W d4peniu do ujawnienia

czynnik6w determinujqcych ten efekt mgr Mateusz Molori angu2uje techniki rejestruj4ce

parametry bioenergetyczne drohdfi sfuLA: ocenia profile polisom6w, analizule dynamikp

inkorporacji [3sS]-metioniny in viuo, wykonuje pomiary przy tt?yciu mikrokalorymetrii

izotermiczne} ozl.racza zawartoSd ATP, a stosuj4c fluorescencyjny znacznik FI-IN-I ocenia

aktyvmoSci metabolicznej kom6rek. Uzyskane wyniki wydaje siE wskazywal, ze kluczowym

czynnikiem,,dlugowiecznoSci" jest obniZone tempo metabolizmu kom6rkowego.

Mgr Mateusz Molori komentuje rezultaty swojej pracy badawczej w rwiglle napisanej

Dyskusji i kilku najistotniejszych wnioskach. Autor nie formuluje przry tym stwierdzeh

kategorycznych lub pochopnych; swoje wlasne uwagi przedstawia zawsze z naleLrytq

ostroZnoSciq a ilekro6 wprowadza jak4S sugestip, logicznie i zarazem krytycznie argumentuje

wlasny punkt widzeniu w kontekScie dobrze dobranej literatury naukowej. Daty cytowanych

artykul6w siggajqjednak - na o96l - lat do56 odleglych (co w wielu przypadkach jest w pelni

uzasadnione ze wzglpdu na znaczerie pierwszych, historycznych publikacji). Nie czyniE wigc

z tego faktu zarzutu, jednak kierowany vtylqcznre ciekawoSciq pytam o przycz 1ne.

Niewqtpliwym osi4gnigciem Doktoranta jest potwierdzenie (poprzez uklad

doSwiadczalny odmienny od dotychczasowych wykorzystywanych), 2e czynnikiem

ograniczaj4cym potencjal reprodukcyjny kom6rek droAdLy jest ich krytyczna wielkoS6,

blokujqca mo2liwoS6 kontynuacji podzial6w mitotycznych. Zwigkszenie maksymalnej

objqtoSci kom6rki, bEd4ce fenotypowym efektem niekt6rych mutacji, molejednak stwarza|

warunki do wzrostu aktywnoSci reprodukcyjnej, v'ryruzajqcej sip zwigkszonq liczbq generacji

kom6rek potomnych. Sukcesem Autora jest takZe - moim zdaniem - jednoznaczne

wykazanie roli tla genetycznego w modyfikowaniu fenotypowych efekt6w delecji gen6w

FOBI, SCH9, RPL21B i SFPI, kt6rych biologiczna rola w mniejszym lub wigkszym stopniu

determinuj e og6lny poziom metabolizmu kom6rkowego.



Podczas lektury calej pracy doszukalem siE niewielu btgd6w redakcyjnych, na tyle

malo istotnych i w niczym nie umniejszajqcych mojego uznatia dla wkladu i jakoSci pracy

mgr Mateusza Molonia, 2e za w pelni uzasadnione uznalem pominiqcie wipkszoSci z tich, a

swoje spostrzeZenia przekaZq bezpoSrednio Autorowi. PrzedstawiE dwie uwagi. Pierwsza

dotyczy wigkszoSci ilustracji zatnieszczonych we wstqpnej czgSci rozprawy (Ryc. 3, 4, 5,7,8,

9 i 10). Jestem przekonany, ze wartoSd prezentowanych tam schemat6w znacznie zyskalaby

poprzez obszerniejsze ich skomentowanie lub wyjaSnienie w podpisach, przez co stalaby sig

one bardziej komunikatywnym ir6dlem informacji dla os6b przygotowuj4cych prace licen-

cjackie i magisterskie. Druga uwaga dotyczy powt6rzeri kr6tszych lub dluzszych fragment6w

tekstu (np. na str. 40 we WstEpie i str. 124 w Dyskusji: ,,Pierwsze doniesienia...") oraz

pewnych skr6t6w i sformulowari (takich jak: ,,Cele podjEtego problemu badawczego" str. 47,

,,Dodatkowo uzyto genu SFPI, uznawanego za>kr6tko zyjqcy<" na str. 61, lub czgsto powta-

ruajqcy sip, dlugo dla mnie tajemniczy termin ,czas podwojenid'. Zmienilbym takZe fragment

zdanta o akumulacji ,,k6lek rDNA" m6wiqcy, 2e ,,...dochodzi do akumulacje tego balastu. ..".

W ramach dyskusji nad tezami rozprawy doklorskiej mgra Mateusza Molonia

prosilbym tak:Ze o odpowiedl na 2 pytama. Pierwsze dotyczy ostatniego zdania na stronie

128: jakie mechanizmy zabezpieczajq kom6rkEprzed Smierciq w wyniku pgknigcia? Drugim

pytaniem nawi4zujE do kr6tkiej informacji na stronie 35: W jakim stopniu ,,tlo genetycrre"

uwarunkowane jest - jeSli jest - czynnikami epigenetycznymi?

Na zakoriczenie podkreSlii chcp ponownie, 2e zaletqzrecenzowanej przeze mnie pracy

jest jej merytoryezna sp6jnoS6, wynikajqca z doskonale zaplanowanych i konsekwentnie

realizowanych zadaf badawczych. Niew4tpliwym osi4gnigciem Doktoranta s4 nie tylko,

wartoSciowe wyniki dotyczqce starzenia sig kom6rek drohd?y, ale takhe nabyte i w pelni juz

udokumentowane mozliwoSci umiejptnego wykorzystania nowoczesnych technik biologii

molekulamej i genetyki w zrnagarriach z r6wnie ciekawym, co trudnym problemem.

Z glgbokim przekonaniem skladam wipc Wysokiej Radzie Wydzialu Biologicmo-Rolniczego

Uniwersytetu Rzeszowskiego wniosek o przyjEcie rozprawy doktorskiej mgr Mateusza

Molonia i dopuszczenie jej Autora do publicznej obrony. PragnE talrze wyrazi(, przekonanie,

2e ta rzetelna i wnikliwa rozptawa powinna by6 wyr6zniona stosown4 nagrod4. Niniejszym o

to wnioskujg.
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