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Recenzja pracy doktorskiej mgr Romana Maslanki
, Wplyw glukozy i jej metabolizmu na stan fizjologiczny, potencjal reprodukcyjny

i dlugos$¢ zycia komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae”

Zaproszenie do napisania recenzji rozprawy doktorskiej mgr. Romana Maslanki, za ktore
jestem wdzieczny Wysokiej Radzie Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu
Rzeszowskiego, przedtuza moj dyskretny zwiazek z niezwyktym obiektem modelowym,
jakim sa komorki drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Zainicjowata go prof. dr hab. Renata
Zadrag-Tecza, promotor rozprawy mgra Romana Maslanki, przede wszystkim jednak
Kontynuatorka naukowej pasji profesora Tomasza Bilinskiego — wspéttworcy zamojskiego
Instytutu Nauk Rolniczych, wieloletniego kierownika Katedry Biochemii i Biologii Komorki
na Wydziale Biologiczno-Rolniczym Uniwersytetu Rzeszowskiego, wybitnego badacza
reakcji wolnorodnikowych oraz wplywu tlenu na procesy starzenia si¢. Podczas mojej
ostatniej rozmowy z Profesorem, jaka miatem przyjemno$¢ prowadzi¢ w Rzeszowie w 2014
r., jednym z kilku poruszanych tematéw byla naturalna cecha ludzkiego umystu — jego
inklinacja do klasyfikowania i kwantyfikowania rzeczy, zdarzen i zjawisk. Jak wspdlnie
uznaliémy, sklonnos¢ biologa do hierarchizowania poszczegolnych struktur komorkowych,
szlakow metabolicznych, wartosciowania procesdbw i znaczenia ich elementarnych
skfadnikéw molekularnych nie jest uzasadniona naukowo, poniewaz s3 one wzajemnie
ze soba sprzezone i we wciaz niepojety dla nas sposob zintegrowane na poziomie fizjologii
zywego organizmu. Ulegajac jednak pokusie racjonalizowania owej stabosci w odniesieniu

do glukozy, za miare jej biologicznego znaczenia nalezatoby przyja¢ wielos¢ warunkowanych
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przez nig procesoOw, kluczowa rolg we wzroscie, reprodukcji, starzeniu si¢, udzial
w organizacji zdarzen zachodzacych w cyklu komoérkowym, lub chocby tylko liczbe biatek
zaangazowanych w jej przemianach metabolicznych. Wszystko to jest jednak powodem
skomplikowania probleméw zwiazanych z ocena roli, jaka glukoza odgrywa w utrzymywaniu
prawidlowego stanu fizjologicznego komorek i stabilnosci ich wewngtrznego Srodowiska,
a rownoczesnie miara trudnosci zwigzanych z badaniami nad skutkami jej zréznicowanej
podazy i wykorzystania. Jak wykazal w swoich pracach mgr Roman Maslanka, kiopot
z glukozg polega takze na tym, ze zmiany jej stezenia prowadzace do restrykcji lub nadmiaru
kalorii, nie pozwalajg na tatwe i jednoznaczne przewidywanie ich konsekwencji.

Zbior 4 wspotautorskich publikacji naukowych mgr Romana Maslanki, ktére skladaja
sic na Jego rozprawe doktorska obejmuje: 1 rozdziat w opracowaniu monograficznym
i 3 artykuly opublikowane w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, rejestrowanych
przez JCR: FEMS Yeast Research, Journal of Microbiological Methods i Journal of Cellular
Physiology. Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich artykutléw, a w pracy o charakterze
przegladowym i 2 pracach eksperymentalnych jest takze autorem korespondujgcym.
Ich sumaryczny Impact Factor wyliczony wg roku opublikowania wynosi 8,233,
co odpowiada liczbie 95 punktow MNiSW. Zalaczone do rozprawy szczegbtowe
o$wiadczenia wspétautorow wyraznie wskazuja na istotny wklad pracy dr Romana Maslanki
w formutowaniu koncepcji pracy doktorskiej, ksztaltowaniu linii badawczej, realizacji zadan
eksperymentalnych, dokumentacji wynikow i opracowaniu publikacji.

Polskojezyczny artykul wydany przez krakowskie CREATIVETIME, jest doskonale
napisanym, zwieztym przegladem badan nad rola glukozy jako substratu o kluczowym
znaczeniu nie tylko ze wzgledu na zaopatrzenie energetyczne komorki (poprzez wytwarzanie
ATP na drodze fermentacji lub oddychania tlenowego), ale takze jako zwigzku, ktéry dzieki
szlakowi  pentozofosforanowemu, dostarcza weglowe  szkielety — wykorzystywane
w biosyntezie nukleotydéw, aminokwasow, lipidow, kofaktorow reakcji enzymatycznych,
a takze w utrzymywaniu odpowiednio wysokiej puli zredukowanego glutationu. Niemniej
istotng czes$cig tego opracowania sa podrozdzialy opisujagce role mechanizmow
kontrolujacych wewngtrzkomérkowy poziom glukozy i konsekwencje zaburzen jej
homeostazy, bedace podtozem rozwoju choréb metabolicznych.

Gléwnym celem badan mgra Romana Maslanki byta weryfikacja hipotezy, zgodnie
z ktorag rozne stgzenia glukozy, poprzez wplyw modyfikujgcy procesy metaboliczne
Saccharomyces cerevisiae, zmieniajg potencjal reprodukcyjny komorek i dtugos¢ ich zycia.

Zamierzeniem towarzyszacym podstawowym zadaniom eksperymentalnym byta proba
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wykazania, ze wysoki poziom glukozy — odpowiednik warunkéw nadmiaru kalorii — to
czynnik o dziataniu negatywnym, zaburzajacy biologiczne funkcje komoérek drozdzy. Wyniki
przeprowadzonych przez Doktoranta eksperymentéw i ich krytyczne analizy stanowig tres¢
artykuléw o istotnym znaczeniu poznawczym nie tylko w odniesieniu do biologii wzglednie
prostych, jednokomoérkowych organizméw eukariotycznych. Przy uwzglednieniu mnogosci
dodatkowych uwarunkowan wynikajacych ze ztozonej organizacji'wstzych eukariontow,
rezultatem badan mgr Romana Maslanki jest takze platforma dla wieloaspektowej dyskusji
o charakterze ogolnobiologicznym, doszukujaca si¢ elementow uniwersalnych i wspolnych
z obszarem fizjologii i patogenezy chorob czltowieka. Ten kontekst wyjasnia wiec 1 w pelni
usprawiedliwia nacisk, jaki przy interpretacyjnej wlasnych badan i wynikow obserwacji
innych autoréw, Doktorant przyktada do kwestii przyczynowo-skutkowych zwigzkow migdzy
stanem utrzymujgcego si¢ wysokiego stezenia glukozy a zaburzeniami funkcji komorek.
Wysoka ranga czasopism, w ktorych mgr Maslanka opublikowal wyniki swoich badan,
a takze tematyczna homogenno$¢ zrecenzowanych przez specjalistow artykutlow
wchodzacych w sktad Jego rozprawy doktorskiej sprawita, ze omawianie poszczegdlnych
artykutow uznatem za przedsigwzigcie zbedne.

Pomoca w realizacji celow, jakie wyznaczyl sobie mgr Roman Maslanka, bylo
precyzyjne  sformutowanie  zadan  eksperymentalnych, szczegélowe  okreslenie
poszczegblnych etapéw prac badawczych i wilasciwy dobdr srodkow do ich realizacji.
Istotnym elementem metodycznego wyposazenia Doktoranta stat si¢ dobrze przemyslany
uktad do$wiadczalny, konfrontujagcy dwa zmienne czynniki. Pierwszy z nich, o charakterze
genetycznym, wynikal z zastosowania kilku szczepow drozdzy: dzikiego (BY4741), trzech
izogenicznych wobec niego szczepéw pozbawionych genow bioracych udzial w wykrywaniu
glukozy i zaleznej od niej sygnalizacji (Agpa2, Agprl i Ahxk2), oraz — w kilku przypadkach —
na uzyciu dwoch dzikich szczepéw o odrgbnym tle genetycznym (BMA64-1A i SP4). Drugim
czynnikiem bylo, zastosowanie réznych st¢zen glukozy w podiozu hodowlanym: niskiego
0,5%-owego, tworzacego warunki restrykcji kalorycznej, standardowego, zoptymalizowanego
stezenia 2%-owego, oraz wysokiego stezenia 4%-owego, prowadzgcego do stanu nadmiaru
kalorii. Warto$¢ prac eksperymentalnych prowadzonych przez mgr Romana Maslanke
podnosi wysoce profesjonalne dopracowanie warunkéw eksperymentalnych, uwzgl¢dniajace
zardbwno naturalne zréznicowanie badanych szczepow drozdzy pod wzgledem typu
metabolizmu (przy jednoczesnym wyeliminowaniu potencjalnej mozliwo$¢ uruchomienia
komorkowej reakcji odpowiedzi na stres), jak i konieczno$¢ doboru odpowiedniego czasu

hodowli, ustalonego na podstawie oceny szybkosci zuzywania glukozy i produkcji etanolu.



Whikliwe obserwacje i analizy bgdgce przedmiotem publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej wyjasnity wiele istotnych probleméw zdefiniowanych poszczegélnymi
zadaniami badawczymi. Ich realizacja mozliwa byla dzigki umiejetnemu wykorzystaniu
i odpowiedniemu przystosowaniu metod i technik eksperymentalnych. W badaniach
okreslajacych tempo pobierania glukozy, Doktorant zastosowal, fluorescencyjny analog
glukozy 6-NBDG (nie ulegajacy hydrolizie), dzigki ktoremu mozliwe staly si¢ analizy
drozdzy szczepu (Ahxk2), pozbawionego genu dla heksokinazy 2 (HXK2), oraz komdrek
dwdch innych szczepéw z delecja gendéw zaangazowanych w metabolizm glukozy (GPA2
i GPRI). Ponadto, uzycie 6-NBDG pozwolilo na scharakteryzowanie i zobrazowanie
autofluorescencji komorek drozdzy, za ktora odpowiedzialne sa przede wszystkim tryptofan,
ryboflawina i pirydoksyna — fluorofory biorace udzial w zaleznym od glukozy przeptywie
szkieletu weglowego szlakiem pentozofosforanowym; dwa sposréd nich (ryboflawina
i pirydoksyna) wywieraja wplyw antyoksydacyjny, istotny w utrzymywaniu wewnatrz-
komérkowego poziomu niezredukowanych czasteczek glutationu.

Podstawa do oceny parametréw morfologicznych i stanu fizjologicznego komorek
drozdzy hodowanych w srodowisku o zréznicowanej zawartosci glukozy byly testy
wzrostowe (m.in. analiza gesto$ci optycznej, pomiary z zastosowaniem tradycyjnej
mikroskopii $wietlnej i kontrastu Nomarskiego) oznaczenia biomasy i suchej masy komorek.
Wykazujac sie duzym znawstwem technik opartych na wykorzystaniu barwnikéw i sond
fluorescencyjnych, Doktorant przeprowadzit badania umozliwiajace fluorymetryczna
i fluorescencyjng analiz¢ zywotnosci komoérek z wykorzystaniem réznicujgcego barwienia
dioctanem fluoresceiny, jodkiem propidyny i sonda FUN-1, wizualizacj¢ struktury sieci
mitochondrialnej, potencjatu blonowego mitochondriéw, a takze przeprowadzenie analiz
umozliwiajacych ocene zaleznosci miedzy stgzeniem glukozy w podlozu a poziomem
generowanych przez komorki reaktywnych form tlenu. Te ostatnie badania, wykonane
z uzyciem komorek niekompletnych oddechowo (rho”) i zdolnych do pozyskiwania energii
jedynie na drodze fermentacji, daty podstawg do wnioskowania, Ze u drozdzy istnieja
mechanizmy tworzenia si¢ wolnych rodnikow tlenowych niezalezne od ich gléwnego zrodta,
jakim sa mitochondria. Zmiany metaboliczne, wynikajace z réznej zawartosci glukozy
w podlozu hodowlanym, oceniane byly na podstawie analiz poziomu ATP, aktywnosci
enzymow szlaku pentozofosforanowego oraz ilosciowych oznaczen catkowitej, utlenionej
i zredukowanej puli NADP*/NADPH.

Poza parametrami oceniajagcymi fizjologiczny stan komérek drozdzy w réznych
warunkach podazy glukozy, gléwnym problemem badawczym mgr Romana Maslanki byt
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anonsowany w tytule Jego rozprawy potencjal reprodukcyjny i dtugos¢ zycia drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Z racji wlasnych zainteresowan, ten aspekt rozprawy doktorskiej
mgra Romana Maslanki wydaje mi si¢ najciekawszy i zarazem najtrudniejszy, wigze si¢
bowiem zaréwno ze szczegOlnie interesujacymi dla mnie procesami replikacji materiatu
genetycznego, mechanizmami regulacji cyklu komorkowego, starzenia si¢ komorek 1 dotyczy
zarazem najbardziej zlozonych i najsilniej zintegrowanych zjawisk, w ich czasowej
i przestrzennej calosci wynikajacej z superpozycji elementarnych proceséw biologicznych.

Wyniki badan Doktoranta wskazuja na znaczny spadek potencjatu reprodukcyjnego
komorek dzikiego szczepu drozdzy (oceniany na podstawie jego wartosci maksymalnych,
$rednich i wystepujacych najczesciej) nastgpujacy wraz ze wzrostem stezenia glukozy
w podiozu hodowlanym. Zaleznosci tej nie obserwuje si¢ w przypadku komoérek Agpa?
i Agprl o zaburzonym mechanizmie poboru glukozy; obydwa szczepy wytwarzaly wigce]
komoérek potomnych niz szczep dziki, osiagajac niemal dwukrotnie wyzsze wskazniki
potencjalu reprodukcyjnego w warunkach nadmiaru kalorii. Problemem zwigzanym
z potencjalem reprodukcyjnym drozdzy jest uzaleznienie tego parametru od wielkosci
komorki. Analizy przeprowadzone przez mgr Romana Maslanke potwierdzily istnienie
negatywnej korelacji miedzy obydwoma wskaznikami, jeszcze silniejszej, jesli proliferacyjna
aktywnos$¢ komoérek konfrontuje si¢ z ich mozliwosciami biosyntetycznymi, ktorych miarg
jest zawarto$¢ suchej masy. Kontynuacja badan nad zaleznosciami miedzy dostgpnoscia
glukozy, warunkowang jej podaza i pobieraniem, a mozliwosciami reprodukcyjnych drozdzy
byly analizy dtlugoéci zycia, obejmujace rzeczywisty czas trwania fazy proliferacyjnej
(reprodukeyjnej), post-reprodukcyjnej i sume obu tych okreséw. Wyniki przeprowadzonych
analiz wykazaly, ze ten drugi, post-reprodukcyjny etap zycia komorek drozdzy jest ujemnie
skorelowany z potencjatem proliferacyjnym, tj. liczba wytworzonych komoérek potomnych.
Chociaz catkowita dtugo$¢ zycia dla komorek wszystkich badanych szczepoéw zaréwno
w warunkach optymalnych, jak i podczas restrykeji kalorycznej jest porownywalna (mimo
istotnych réznic w ich potencjale reprodukcyjnym), czas trwania zycia drozdzy wyraznie
skraca sie w warunkach nadmiaru kalorii. Wydaje si¢ wigc, ze warunki dostepnosci glukozy
stanowia czynnik o zasadniczym znaczeniu dla biologicznej sprawnosci komorek, ich
potencjatu reprodukeyjnego i catkowitej dtugosci czasu ich zycia.

Podstawowe wnioski, jakie wyptywaja z badan mgra Romana Maslanki, zebrane sa
w krotkim podrozdziale doskonale napisanej ,,Syntezy najwazniejszych zagadnien pracy

doktorskiej”, ktéra jest przejrzystym i zwigztym przewodnikiem po cyklu publikacji



wehodzacych w skiad Jego rozprawy doktorskiej. Skracajac te wnioski i nieznacznie je
modyfikujagc wymieni¢ trzeba:

1) wykazanie istnienia ,,specyficznego kompromisu metabolicznego” pomigdzy réznymi
sposobami wykorzystania glukozy,

2) wykazanie zaleznosci miedzy sposobem wykorzystania glukozy a jej stezeniem
zewnatrzkomorkowym,

3) wykazanie zaleznosci miedzy stezeniem glukozy w podiozu hodowlanym drozdzy
a wytwarzaniem przez nie reaktywnych form tlenu,

4) wykazanie silnej zaleznosci miedzy stgzeniem glukozy a stanem fizjologicznym
i mozliwos$ciami biosyntetycznymi drozdzy (w tym kontekscie, przede wszystkim wykazanie
negatywnego wplywu nadmiaru kalorii), co — z kolei — poprzez wplyw na osiagane przez
komorki rozmiary, determinuje ich potencjat reprodukcyjny i dhugos¢ zycia.

Wyniki opisane w przedtozonej przez Doktoranta rozprawie i ptynace z nich wnioski sa
zarazem Jego rzeczywistymi osiagnigciami. Wiele z nich prowokuje do kontynuacji badan,
stawiania nowych pytan i rozszerzenia zakresu poszukiwan. Plany takie anonsuje mgr Roman
Maslanka w rozdziale ,,Perspektywy”. Oceniajac bardzo wysoko dotychczasowy dorobek
naukowy Doktoranta, jestem gigboko przekonany, ze s one w pelni osiagalne. Kierujac si¢
wilasnymi zainteresowaniami, chciatbym poruszy¢ dwie kwestie, liczac na dyskusj¢ w trakcie
obrony rozprawy doktorskiej. Pierwsza dotyczy potencjalnych relacji migdzy dostgpnoscia
oraz sposobem wykorzystywania glukozy a molekularnymi czynnikami napgdowymi cyklu
komorkowego, ktére w sposob bezposredni zaangazowane s W okresie aktywnosci
reprodukcyjnej drozdzy. Formutujac to zagadnienie inaczej postawitbym wiec pytanie o role
glukozy w tego rodzaju sygnalizacji, ktora w réznicujacym stopniu wptywa na aktywnosc¢
kluczowych regulatoréw replikacji i specyficznej dla drozdzy mitozy. Drugi problem dotyczy
reaktywnych form tlenu generowanych w warunkach wysokiej podazy glukozy. Do jakiego
stopnia stanowig one element sygnalizacji pokrewnej mechanizmom wyzwalajacym obronne
reakcje odpowiedzi komorkowej, do jakiego zas niezalezny od tych mechanizmow efekt
przemian metabolicznych o dziataniu destrukcyjnym wobec poszczegolnych sktadnikow
komorek drozdzy.

Konczac, cheiatem stwierdzi¢, ze recenzowalem dobrze wykonang pracg o istotnym
znaczeniu poznawczym. Jej efektem sg nie tylko odpowiedzi na wiele waznych pytan, ale
takze ukazanie szeregu nowych probleméw. wyznaczajacych kierunki, w ktore nalezy
zmierza¢ dazac do ich rozwiazania w przyszlosci. Z uznaniem stwierdzam wigc, ze rozprawa

doktorska mgr Romana Maslanki spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
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2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 593 z pdzniejszymi zmianami) i sktadam Wysokiej Radzie Naukowej
Wydziatlu Biologiczno-Rolniczego w Rzeszowie wniosek o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie jej Autora do publicznej obrony. Pragne rowniez wyrazi¢ przekonanie, ze Jego

praca powinna by¢ wyr6zniona stosowna nagroda, o co niniejszym wnioskuje.

p . dr hab. Janusz Maszewski



