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Recenzja pracy doktorskiej mgr Mateusza Molonia
»Rola tempa wzrostu objetosci komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae

w determinowaniu ich potencjalu replikacyjnego i dlugosci zycia”

Jesli miarg trudnosci na jakie napotyka biolog usitujacy rozwiktaé jaki§ problem jest liczba
istniejacych teorii i hipotez, wowczas proces starzenia si¢ organizmow zaliczy¢ trzeba z
pewnoscig do zagadnien o niezmiernie wysokim stopniu skomplikowania. W ogromnej
rozciaglosci badan na polu biogerontologii i mnogosci rodzacych si¢ z nich koncepcji ukryty
jest przede wszystkim emocjonalny stosunek czlowieka do wlasnego przemijania,
poszukiwanie determinantow dtugowiecznosci i odwieczna tgsknota za nieustajaca mtodoscia.
Tak wiec, bedac przedmiotem naszego wilasnego doswiadczenia i osnowa otaczajacych nas
zjawisk, symptomy i mechanizmy starzenia si¢ z natury rzeczy przyciagaly ludzka uwage
bardziej niz inne procesy. Mimo tej uzasadnionej dociekliwosci, wiedza oparta na
obserwacjach i analizie faktow eksperymentalnych jest — z jednej strony niezupelna, a przez
to otoczona horyzontem wcigz otwartych problemdéw, z drugiej natomiast peilna brakéw,
niejasnosci i niedoskonatosci teorii i wspierajacych je dowodow.

Chociaz natura mechanizmoéw réznicujacych osobniki pod wzgledem czasu trwania
ich indywidualnych bytow ma charakter deterministyczny, wielo$¢ elementow czastkowych,
jakie sterujg procesami starzenia si¢ nie pozwala na tatwe i jednoznaczne przewidywanie ich
znaczenia i konsekwencji. Nic zatem dziwnego, ze dla biologa, ktéry podejmuje probe
rozwiklania choéby czesci tajemnicy dlugowieczno$ci, szczegdlnie istotne staje si¢

precyzyjne sformutowania celow poznawczych i wilasciwych srodkéw do ich realizacji:



réwnie wazny jest dobor modelu, jak i metod pracy eksperymentalnej. W tym kontekscie
rozprawa mgr Mateusza Motonia dobrze spetnia kazde z tych wymagan. Obiektem Jego pracy
badawczej sa drozdze piekarnicze (Saccharomyces cerevisiae), eukariotyczne organizmy
jednokomorkowe o sekwencjach genomowego DNA znanych juz od 1996 r., coraz lepiej i
pelniej rozumianych pod wzgledem funkcji biatkowych produktéw ich ekspresji.

Proces starzenia si¢ i $mierci jednokomorkowych organizméw dzielacych sig¢
symetrycznie jest kwestia kontrowersyjna, poniewaz cytokineza nastepujaca po akcie
podzialu zreplikowanego jadra jest tym momentem, w ktérym z organizmu macierzystego
powstaja dwa organizmy potomne, bedace w jednakowym stopniu tworami pierwszego.
Chociaz pierwotna komoérka przestaje istnie¢, w tej samej chwili przenosi zycie do dwdch
komérek potomnych, ustanawiajac mig¢dzygeneracyjng ciaglosé. Jednokomorkowe drozdze
piekarnicze dzielace si¢ asymetrycznie poprzez paczkowanie zdolne sa do wytworzenia
ograniczonej liczby komorek potomnych. Formujac mniejszy od siebie paczek komorka
,.matka” pozostawia na swojej powierzchni swoisty akt urodzenia — blizn¢ podzialows. Ich
liczba, rowna liczbie ,,zrodzonych” komorek ,,corek™ tradycyjnie uznawana jest za wskaznik
dhugosci zycia lub miare dynamiki procesu replikacyjnego starzenia si¢. Stusznie wiec, bo
zgodnie z istota rzeczy, w rozprawie doktorskiej mgr Mateusza Motonia synonimem
plodnosci jest termin ,,potencjal reprodukcyjny”, a dlugos¢ zycia mierzona jest takze czasem,
w ktérym rézna moze by¢ liczba potomnych komorek ,,corek” wytworzonych w cyklu
zyciowym komorki macierzystej. Czas zycia jest wigc czasem starzenia si¢, a zarazem suma
dwdch okresow: fazy reprodukcyjnej i postreprodukcyjne;j.

Dhugosé zadnej z tych faz nie jest zaprogramowana genetycznie, nie ma bowiem
gendéw dhugowiecznosci; niewatpliwie jednak, jako wypadkowa wielu procesow, a wigc efekt
wektorowy, czas istnienia komorki-organizmu pozostaje w znacznym stopniu pod kontrolg
sekwencji genomowego DNA. Niektére z tych sekwencji maja charakter uniwersalnych
regulator6w starzenia si¢, a ich mutacje w podobny sposéb wplywaja na dlugos¢ zycia
réznych gatunkéw. Inne warunkujg funkcje tzw. ,,mechanizméw prywatnych”, ujawniajac
swoje dziatanie w zakresie ograniczonym taksonomicznie; jeszcze inne stanowia specyficzne
,tto genetyczne”, ktére w mniejszym lub wigkszym stopniu determinuje fenotypowy efekt
mutacji genow o wyraznie zdefiniowanym wptywie na dlugos¢ zycia. Na tym wiasnie
poziomie krystalizuja si¢ podstawowe cele badawcze Doktoranta. Zrdéznicowane tto
genetyczne zapewnia Autorowi wybor 3, dlugowiecznych™ (zgodnie z tradycyjna
terminologia) szczepdéw drozdzy, o odmiennych cechach morfologicznych (wielkosciach

komérek) i niejednakowych potencjatach reprodukcyjnych (Srednich i maksymalnych). Dwa z



tych szczepow, BY4741 i BMAG64-1A oraz ich mutanty, sa standardowymi obiektami badan
w wielu laboratoriach §wiata; trzeci, o wyjatkowo duzym potencjale reprodukcyjnym — SP-4
— wykorzystywany jest przede wszystkim w Katedrze Biochemii i Biologii Komorki
Uniwersytetu Rzeszowskiego.

Eksperymentalna praca mgra Mateusza Motonia przynies¢ miala odpowiedZ na
pytanie: jakie efekty fenotypowe, ujawniajace si¢ w kontekscie genetycznego tta wybranych
szczepOw S. cerevisiae, wywotuja delecje trzech gendw — FOBI, SCHY i RPL20B.
Wczesniejsze obserwacje wykazaly, ze ich brak lub inaktywacja przyczynia si¢ do wzrostu
potencjatu reprodukcyjnego. Uzupelnieniem stworzonego tak modelu doswiadczalnego bylo
wlaczenie czwartego mutanta delecyjnego, sfpl A4, charakteryzujacego si¢ przeciwnymi efek-
tami fenotypowymi, a wigc redukcja sredniej i maksymalnej liczby generacji wytwarzanych
komorek ,,corek”. Pierwszym z zadeklarowanych celow badan mgra Mateusza Molonia byto
okreslenie potencjalnych zwiazkéw migdzy osigganymi rozmiarami komorek wybranych
szczepoéw drozdzy a dtugoscia ich reprodukcyjnej fazy zycia; drugim — poréwnanie wplywu
mutacji na potencjat reprodukcyjny i rzeczywista dlugos$¢ zycia komorek.

Wstep do rozprawy doktorskiej opisuje drozdze jako organizm modelowy,
przedstawia teorie wyjasniajace przyczyny zréznicowanej diugosci zycia komoérek i
organizméw, a jego trzecia — moim zdaniem — najciekawsza czg¢$¢ umiejscawia obiekt
wlasnych badan Autora w perspektywie wspdtczesnych probleméw nauki o mechanizmach i
przebiegu procesow starzenia si¢. Przeglad aktualnego stanu tej wiedzy, osadzony na tle
odkry¢ trwale zapisanych w historii biogerontologii uwzglednia m.in. wplyw czynnikow
regulacji metabolicznej, uwarunkowania genetyczne, znaczenie aktywnosci telomerazy i
reaktywnych form tlenu, odpowiedzialnych za uszkodzenia struktur komoérkowych. Na
koniec, koncentrujac si¢ na dwoéch modelach procesu starzenia (replikacyjnym i
chronologicznym) oraz genetycznych aspektach ,dlugowiecznosci” drozdzy, Autor
wprowadza czytelnika w kontekst wlasnego uktadu doswiadczalnego.

Osiagnigcie pozornie prostych celow, jakie postawil sobie mgr Mateusz Moton
wymagalo zarowno wlasciwego przygotowania materiatu badawczego, wyboru odpowiednich
gendw, opanowania sposobu ich eliminacji i umiejgtnego zastosowania bogatego arsenatu
nowoczesnych technik eksperymentalnych. W ich zestawie, oprocz metod biologii
molekularnej (PCR, transformacji genetycznej, sekwencjonowania, analizy profili
polisoméw), jest wigc takze mikromanipulacja, kolorymetria izotermalna, badania

radioizotopowe, mikroskopia fluorescencyjna i elektronowa mikroskopia skaningowa). Dobor



tych technik, nade wszystko jednak sposéb ich wykorzystania w trakcie realizacji
poszczegolnych zadan eksperymentalnych nalezy oceni¢ — moim zdaniem — bardzo wysoko.

O rzeczywistej, merytorycznej wartosci rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Motonia i
mojej wysoce pozytywnej ocenie Jego pracy decyduja przede wszystkim uzyskane wyniki.
Ich opis jest konsekwentnym, systematycznym i dobrze udokumentowanym rejestrem
wpltywu delecji genéw FOBI, SCHY9, RPL20B i SFPI na kinetyke¢ wzrostu badanych
mutantow, ich potencjatl reprodukcyjny, zmiany objetosci komorki podczas kolejnych
generacji oraz ich reprodukcyjng i postreprodukcyjng dlugo$é zycia. Rezultaty badan
dotyczacych potencjatu reprodukcyjnego wskazuja, ze dla wigkszosci mutantow fenotyp
wynikajacy z braku tych genow nie jest jednakowy, wyraznie zalezy bowiem od szczepu
referencyjnego, a wigc tta genetycznego. Genem, ktérego knock-out — bez wzgledu na tlo
genetyczne — prowadzi do podobnych efektow jest specyficzny dla S. cerevisiae FOBI; jego
biatkowy produkt zlokalizowany w jaderku zaangazowany jest w blokowanie widelek
replikacyjnych 1 aktywnos$¢ ,goracego miejsca” rekombinacji. Istotny wplyw tla
genetycznego charakteryzuje natomiast fenotypowe efekty delecji genu SCHY, kodujacego
kinaze¢ szlaku kontrolnego, ktéry nadzoruje gospodarke skladnikami odzywczymi i
monitoruje metaboliczny stanu komorki. Mutacje genu RPL20B zaburzaja proces formowania
sie duzej podjednostki rybosomowej, obnizajac tym samym profil polisomow i translacji,
natomiast delecja SFP1, ktorego produkt jest biatkiem o motywie palca cynkowego, redukuje
tempo wzrostu komoérek drozdzy i modyfikuje przebieg cyklu komérkowego w krytycznym
okresie przejscia G2/M (wywotujac m.in. przedwczesng inicjacj¢ mitozy).

Istotng rol¢ w regulacji potencjatu reprodukcyjnego odgrywa tempo wzrostu komorki
,,matki” (zarowno w odniesieniu do jej fazy proliferacyjnej, jak i pojedynczej generacji),
chociaz jej objetos¢ maksymalna u mutantéw o podwyzszonej zdolnosci do podziatéw jest
najczesciej bliska objetosci komorki ze szczepu wyjsciowego. Badania mgr Mateusza
Motonia ujawnily, ze hipertrofia wywotana przez niektore z indukowanych mutacji wiaze si¢
ze wzrostem potencjalu reprodukcyjnego. Dlugosé okresu aktywnosci proliferacyjne;j,
podczas ktorego tworzone sa kolejne generacje komorek, wyznacza zaréwno liczba cykli
podziatowych (potencjat reprodukcyjny), jak i dtugos¢ pojedynczego cyklu, przy czym oba te
czynniki — tacznie lub niezaleznie od siebie — wywotywa¢ mogga taki sam efekt. Przykladem
moze by¢ tu jednakowo diuga reprodukcyjna faza zycia komoérek szczepu BMA64-1A z
delecjami genow FOBI i SFP1.

Jednym z najwazniejszych osiagnig¢ rozprawy doktorskiej mgra Mateusza Molonia sq

te sposrod licznych wynik6w Jego analiz, ktére wydaja si¢ skiania¢ do istotnej rewizji



wnioskow jakie pltyng z dotychczasowych badan nad starzeniem si¢ S. cerevisiae. Przyjgcie
nowej i — jak si¢ wydaje — w pelni racjonalnej miary, jaka przy okreslaniu dlugosci zycia jest
uptyw czasu (a nie ptodno$é, czyli potencjal reprodukcyjny) wskazuje, ze szczepy drozdzy
opisywane dotad jako ,,dlugowieczne” zyja w istocie krocej lub tylko réwnie dlugo jak
szczepy referencyjne. Znaczny wydatek energetyczny zwigzany z tworzeniem nowych
generacji komorek ,,corek” przynie$¢ moze swoiste obnizenie standardu Zzycia komorki
,,matki”. W tym kontekscie, zaskakujaca zmiana ,,statusu” dotyczy mutanta sfp/ 4, ktéry — w
oparciu o liczbe generacji — uznawany jest jako krotko zyjacy; analiza lacznej dtugosci obu
faz jego zycia wyraznie wykazuje jednak na ,,dlugowiecznos¢”. W dazeniu do ujawnienia
czynnikow determinujacych ten efekt mgr Mateusz Moton angazuje techniki rejestrujace
parametry bioenergetyczne drozdzy sfplA: ocenia profile polisomoéw, analizuje dynamike
inkorporacji [*>S]-metioniny in vivo, wykonuje pomiary przy uzyciu mikrokalorymetrii
izotermicznej, oznacza zawarto$¢ ATP, a stosujac fluorescencyjny znacznik FUN-1 ocenia
aktywnosci metabolicznej komorek. Uzyskane wyniki wydaja si¢ wskazywac, ze kluczowym
czynnikiem ,,dlugowiecznosci” jest obnizone tempo metabolizmu komoérkowego.

Mgr Mateusz Moton komentuje rezultaty swojej pracy badawczej w zwig¢Zzle napisanej
Dyskusji i kilku najistotniejszych wnioskach. Autor nie formultuje przy tym stwierdzen
kategorycznych lub pochopnych; swoje wiasne uwagi przedstawia zawsze z nalezyta
ostroznoscia, a ilekro¢ wprowadza jaka$ sugestig, logicznie i zarazem krytycznie argumentuje
wilasny punkt widzenia, w kontekscie dobrze dobranej literatury naukowej. Daty cytowanych
artykulow siggaja jednak — na ogét — lat dosé odleglych (co w wielu przypadkach jest w pelni
uzasadnione ze wzglgdu na znaczenie pierwszych, historycznych publikacji). Nie czyni¢ wigc
z tego faktu zarzutu, jednak kierowany wylacznie ciekawoscig pytam o przyczyng.

Niewatpliwym osiagniegciem Doktoranta jest potwierdzenie (poprzez uklad
doswiadczalny odmienny od dotychczasowych wykorzystywanych), ze czynnikiem
ograniczajacym potencjal reprodukcyjny komoérek drozdzy jest ich krytyczna wielkos$é,
blokujaca mozliwo$¢ kontynuacji podzialdéw mitotycznych. Zwigkszenie maksymalnej
objetosci komorki, bedace fenotypowym efektem niektérych mutacji, moze jednak stwarzaé¢
warunki do wzrostu aktywnosci reprodukcyjnej, wyrazajacej si¢ zwigkszong liczba generacji
komoérek potomnych. Sukcesem Autora jest takze — moim zdaniem — jednoznaczne
wykazanie roli tla genetycznego w modyfikowaniu fenotypowych efektow delecji genow
FOBI, SCHY, RPL20B i SFP1, ktorych biologiczna rola w mniejszym lub wigkszym stopniu

determinuje ogdlny poziom metabolizmu komdrkowego.



Podczas lektury catej pracy doszukalem si¢ niewielu btgdow redakcyjnych, na tyle
malo istotnych i w niczym nie umniejszajacych mojego uznania dla wktadu i jakosci pracy
mgr Mateusza Motonia, ze za w petni uzasadnione uznatem pominig¢cie wigkszosci z nich, a
swoje spostrzezenia przekaze¢ bezposrednio Autorowi. Przedstawi¢ dwie uwagi. Pierwsza
dotyczy wigkszosci ilustracji zamieszczonych we wstgpnej czesci rozprawy (Ryc. 3,4, 5, 7, 8,
9 i 10). Jestem przekonany, ze warto$¢ prezentowanych tam schematéw znacznie zyskataby
poprzez obszerniejsze ich skomentowanie lub wyjasnienie w podpisach, przez co stataby si¢
one bardziej komunikatywnym zZrédtem informacji dla oso6b przygotowujacych prace licen-
cjackie i magisterskie. Druga uwaga dotyczy powtérzen krétszych lub dtuzszych fragmentow
tekstu (np. na str. 40 we Wstepie i str. 124 w Dyskusji: ,,Pierwsze doniesienia...”) oraz
pewnych skrotow i sformutowan (takich jak: ,,Cele podjgtego problemu badawczego” str. 47,
,Dodatkowo uzyto genu SFP1, uznawanego za >krétko zyjacy<” na str. 61, lub czgsto powta-
rzajacy sie, dtugo dla mnie tajemniczy termin ,,czas podwojenia”. Zmienitbym takze fragment
zdania o akumulacji ,.kotek rDNA” mowiacy, ze ,,...dochodzi do akumulacje tego balastu...”.

W ramach dyskusji nad tezami rozprawy doktorskiej mgra Mateusza Motonia
prositbym takze o odpowiedz na 2 pytania. Pierwsze dotyczy ostatniego zdania na stronie
128: jakie mechanizmy zabezpieczaja komorke przed $miercia w wyniku peknigcia? Drugim
pytaniem nawiazuj¢ do krétkiej informacji na stronie 35: W jakim stopniu ,tlo genetyczne”
uwarunkowane jest — jesli jest - czynnikami epigenetycznymi?

Na zakonczenie podkresli¢ chce ponownie, ze zaleta zrecenzowane]j przeze mnie pracy
jest jej merytoryczna spOjnos$é, wynikajaca z doskonale zaplanowanych i konsekwentnie
realizowanych zadan badawczych. Niewatpliwym osiagnieciem Doktoranta sa nie tylko,
warto$ciowe wyniki dotyczace starzenia si¢ komoérek drozdzy, ale takze nabyte i w pelni juz
udokumentowane mozliwosci umiejetnego wykorzystania nowoczesnych technik biologii
molekularnej i genetyki w zmaganiach z réwnie ciekawym, co trudnym problemem.
Z glebokim przekonaniem sktadam wigc Wysokiej Radzie Wydzialu Biologiczno-Rolniczego
Uniwersytetu Rzeszowskiego wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Mateusza
Motonia i dopuszczenie jej Autora do publicznej obrony. Pragng takze wyrazi¢ przekonanie,
ze ta rzetelna i wnikliwa rozprawa powinna by¢ wyr6zniona stosowng nagroda. Niniejszym o

to wnioskujg.
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