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Recenzja
Rozprawy doktorskiej pana mgr Romana Maslanki pt.:

Wplyw glukozy i jej metabolizmu na stan fizjologiczny, potencjal
reprodukeyjny i dlugosé zycia komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana na Wydziale Biologiczno-
Rolniczym Uniwersytetu Rzeszowskiego, pod kierunkiem dr hab. Renaty Zadrag-Tecza, prof.
UR, jako promotora oraz dr Magdaleny Kwolek-Mirek, jako promotora pomocniczego.
Rozprawg przygotowano zgodnie z wymogami ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U., poz. 595)
z pézniejszymi zmianami (Dz.U. z roku 2016, poz. 882).

Praca doktorska przedstawiona do recenzji ma posta¢ zbioru czterech artykulow opatrzonych
szczegblowym omodwieniem. Trzy z tych artykuléw opublikowane zostaly w czasopismach
anglojezycznych znajdujacych si¢ na lisScie Web of Science. Ich lgczny wspélczynnik
oddzialywania wynosi 8,233. We wszystkich czterech autor dysertacji jest pierwszym autorem, a
w trzech z nich réwniez autorem korespondujgcym. Te dane ujawniajg dominujgcg role
doktoranta w tworzeniu tych prac, zar6wno na etapie eksperymentalnym jak i przygotowywania
manuskryptu. Potwierdza to dolaczone do pracy oswiadczenie stwierdzajgce, ze udzial autora w
ich powstawaniu wynosit od 60 do 80%.

Jak na t¢ form¢ rozprawy doktorskiej podsumowanie dokonan opisanych w publikacjach
stanowigcych jej podstawe jest bardzo obszerne, bo miesci si¢ na 44 stronach, nie wliczajgc listy
pismiennictwa i sklada si¢ z Wprowadzenia, opisu Metod, Wynikéw, ich Dyskusji i Wnioskow.
Cz¢s¢ opisowg pracy zamyka krotki podrozdzial ,,Perspektywy” przedstawiajacy kierunki
dalszych badan otworzone dzigki wynikom uzyskanym przez doktoranta oraz podrozdzial
opisujacy pozostale osiggniecia naukowo-badawcze doktoranta. Dowiadujemy si¢ z niego, ze
mgr Roman Maslanka jest rowniez wspoétautorem siedmiu publikacji niewchodzgcych w sklad
rozprawy doktorskiej, zarowno eksperymentalnych jak i o charakterze przegladowym, w tym
trzech w jezyku angielskim. Dowiadujemy si¢ ponadto, ze aktywnie uczestniczyl w licznych
krajowych i migdzynarodowych konferencjach, jako prelegent lub autor plakatu. Sumaryczny
wspoélezynnik oddzialywania czasopism, w ktorych ukazato sie jego 11 opublikowanych do tej
pory artykuldw (w tym 6 w jezyku angielskim) wynosi 12,192. Taki dorobek naukowy u osoby
nieposiadajgcej jeszcze stopnia doktora uwazam za wybitny.



Pozostalg czg$¢ pracy stanowia reprinty publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej i
oswiadczenie o udziale doktoranta w ich powstawaniu.

Podsumowanie swoich dokonan doktorant rozpoczal od zapoznania czytelnika w rozdziale
»Wprowadzenie” z réznymi aspektami dostgpnosci skladnikow pokarmowych w s$rodowisku
organizméw zywych, w szczegoélnosci uniwersalnego substratu energetycznego i budulcowego
komorek — glukozy. Omowit jej udzial w procesach katabolicznych i anabolicznych komorek oraz
jej role, jako czasteczki sygnalizujgcej dostgpnos¢ skladnikow pokarmowych. Zwrocit uwage, ze
cho¢ wewnatrzkomérkowe drogi metabolizmu glukozy sg dobrze scharakteryzowane to nadal
mozliwe jest poszerzanie naszej wiedzy w tym temacie. Podkreslil, ze w przeciwienstwie do
ograniczenia dostgpnosci pokarmu — restrykeji kalorycznej, skutki nadmiaru pokarmu — wysokiego
stezenia glukozy w srodowisku komorek, nie sg doglebnie zbadane, zwlaszcza dla powszechnego
jednokomoérkowego modelu badawczego, jakim sg drozdze Saccharomyces cerevisiae. Tymczasem:
... stan utrzymujgcego sie wysokiego stezenia glukozy moze doprowadzi¢ do zaburzenia funkcji
komorek m.in. wskutek: i) zaktécenia regulacji wzrostu i podziatéw komérki, ii) nasilenia zjawiska
glikacji biatek o dtugim okresie poftrwania, iii) indukcji stresu oksydacyjnego w nastepstwie
zwigkszonej generacji RFT i/lub obnizenia komérkowej puli NADPH czy tez iv) nasilonej aktywacji
szlaku poliolowego.” Ten deficyt wiedzy oraz interesujgce wczesniejsze obserwacje zespotu, do
ktorego dotaczyl doktorant byty inspiracja dla podjetych przez niego badan.

W rozdziale Materialy i Metody doktorant dokonal przeglagdu metod zastosowanych w swojej
pracy, ktére pozwolilty mu na wieloaspektowg analize wplywu obecnosci glukozy w pozywce
hodowlanej na komorki drozdzy. Wsr6d nich na uwage zastuguje nowatorskie zastosowanie
fluorescencyjnego analogu glukozy, 6-NBDG, do okreslenia tempa pobierania glukozy i w tym
kontekscie dokladne scharakteryzowanie zjawiska autofluorescencji komorek drozdzy, ktéra moze
mie¢ wplyw na wiarygodnos$¢ wynikow uzyskiwanych z pomocg barwnikéw fluorescencyjnych.

Zastosowane metody pozwolily na okreslenie parametréw morfologicznych i biochemicznych
komorek drozdzy hodowanych na podlozach zawierajgcych rozne stezenia glukozy, takich jak:
rozmiary i zdolnosci biosyntetyczne komorek, struktura sieci mitochondrialnej i potencjat blonowy
mitochondridéw, tworzenie reaktywnych form tlenu (RFT), poziomy ATP, pule NADPH i NADP+
oraz aktywnosci enzymow szlaku pentozofosforanowego. Pozwolity rowniez na analiz¢ potencjatu
reprodukcyjnego oraz calkowitej dlugosci zycia komoérek drozdzy. Do analizy statystycznej
wynikow zastosowano odpowiednie oprogramowanie.

W opisanych w rozdziale Wyniki eksperymentach doktorant dokonal gruntownej analizy wptywu
réznych stezen glukozy obecnej w pozywce na rézne aspekty zycia komorek drozdzy S. cerevisiae.
Zaczal od ustalenia stgzen glukozy w hodowli na poziomie 0,5%, 2% i 4%, ktére stanowily
odpowiednio warunki restrykcji kalorycznej, optimum pokarmowego i jego nadmiaru. Swoje
eksperymenty prowadzil wykorzystujac szczep typu dzikiego oraz mutanty delecyjne pozbawione
gendéw GPA2, GPRI kodujagcych podjednostki kompleksow zlokalizowanych w blonie
plazmatycznej, odpowiedzialnych za oceng¢ dostepnosci sktadnikow pokarmowych w otoczeniu
komorki oraz HXK2 kodujacego enzym fosforylujgcy glukoze. W niektérych eksperymentach
zastosowal szczepy pozbawione gendéw kodujacych dysmutazy ponadtlenkowe, SOD/ 1 SOD2.



Stosujgc wymienione wyzej techniki doktorant przetestowal wplyw zewnetrznego stezenia glukozy
na jej wewnatrzkomérkowy poziom w badanych szczepach, zmierzyl tempo wzrostu, zywotnos$¢ i
wielko$¢ komorek hodowanych w obecnosci roznych stezen glukozy oraz ich zdolnosci
biosyntetyczne. Zmierzyl poziom reaktywnych form tlenu (RFT) w komérkach badanych szczepéw
w obecnosci réznych stgzen glukozy, a takze wskazal na istnienie silnych pozamitochondrialnych
zrodet RFT. Zmierzyl poziomy ATP i NADP(H) w tych warunkach. Okreslil takze zdolno$¢
reprodukcyjng 1 dlugo$¢ zycia komorek badanych szczepow w warunkach réznego stezenia
glukozy.

W olbrzymim skrécie jego wyniki pokazaly, ze pobieranie, a zatem wewnatrzkomorkowe stezenie
glukozy bylo nizsze w komorkach szczepéw delecyjnych niz w szczepie typu dzikiego, a wiele
innych réznic migdzy szczepami zaobserwowanych przez doktoranta bylo tego konsekwencja.
Prowadzi to do niezaskakujacego wniosku, ze poziomy wszystkich mierzonych parametréow byly
zdeterminowane wewngtrzkomoérkowym stgzeniem glukozy, na ktére wplyw mialy zaréwno jej
stezenie na zewnatrz komorki jak i zdolno$¢ komorki do jej poprawnej detekcji i asymilacii,
zaburzona w komorkach szczepow delecyjnych.

Wraz ze wzrostem stgzenia glukozy wzrastala srednia wielko$¢ komorek, a takze ich zdolnosci
biosyntetyczne, ale tylko dla szczepow typu dzikiego. Ale jednoczesnie w hodowli zawierajace;j
wysokie, 4% stezenie glukozy, czyli jej nadmiar, odsetek martwych komérek wzrastal siegajac 8§%.
W tych samych warunkach doktorant obserwowat zwigkszong produkeje reaktywnych form tlenu,
wyzszg w szczepie typu dzikiego niz w szczepach delecyjnych. Pokazal, ze pochodzg one ze zrédet
pozamitochondrialnych, co przeczy utartemu pogladowi o mitochondriach, jako gléwnym
komorkowym zrédle RFT. Ustalenia doktoranta zgodne sg natomiast z nieczesto spotykanym w
literaturze pogladem, ze w sprawnych metabolicznie mitochondriach reakcje redoks sa dobrze
zestrojone 1 produkujg niewiele RFT. Sg one natomiast silniej uwalniane przez defektywne
mitochondria, co jest sygnalem o obnizonej zywotnosci komorki, decydujgcym o skierowaniu jej na
droge prowadzaca do programowanej $mierci. Stosujgc fluorescencyjne sensory reagujace
specyficznie z réznymi RFT oraz szczepy pozbawione gendéw kodujacych dysmutazy
ponadtlenkowe  doktorant ustalit, ze gléwng reaktywng formg tlenu generowang
pozamitochondrialnie jest anionorodnik ponadtlenkowy.

Wraz ze wzrostem st¢zenia glukozy w pozywce spadal poziom ATP w komoérkach, bardziej w
szczepie typu dzikiego, co doktorant interpretuje, jako skutek przesuniecia réwnowagi
metabolicznej od oddychania do fermentacji oraz zwigkszenia przy wyzszych stezeniach glukozy
udziatu szlaku pentozofosforanowego w jej metabolizmie. Co ciekawe, tendencja ta widoczna byla
rowniez dla 8% 1 10% glukozy. Przy tych stezeniach glukozy w pozywce poziom ATP w
komorkach byt jeszcze nizszy.

Przy wysokich st¢zeniach glukozy réwnowaga NADP+/NADPH przesunieta byla na korzysé
utlenionego nukleotydu, bardziej w szczepie typu dzikiego. To z kolei, wedlug doktoranta byto
konsekwencja zwigkszonego poziomu utleniania NADPH zwigzanego z jego wykorzystywaniem,
mi¢dzy innymi, w procesach biosyntetycznych.

Szczegdlnie interesujace byly ustalenia na temat wplywu roznych stezen glukozy na zdolnos¢
reprodukeyjng i dlugos¢ zycia komdrek drozdzy. Doktorant zaobserwowat spadek ich potencjatu
reprodukcyjnego, gdy stezenie glukozy w pozywce rosto, ale efekt ten byt widoczny tylko dla



szczepu typu dzikiego. T¢ réznice, podobnie jak pozostale réznice miedzy tym szczepem, a
szczepami delecyjnymi doktorant ttumaczy nizszym tempem pobierania przez nie glukozy, a tym
samym, zmniejszeniem jej wewnatrzkomodrkowego poziomu. Spadek potencjatu reprodukcyjnego
wraz ze wzrostem stezenia glukozy byl negatywnie skorelowany z wielkoscig komoérek szczepu
typu dzikiego i ich mozliwosciami biosyntetycznymi, co nie dziwi skoro te wartosci w hodowli w
obecnosci 4% glukozy byly wysokie.

W nastgpnym rozdziale doktorant dokonal wyczerpujacej dyskusji uzyskanych przez siebie
wynikéw w $wietle dostgpnej literatury przedmiotu. Na szczegdlng uwage zastugujg odniesienia
wynikow uzyskanych przez doktoranta do choréb cywilizacyjnych: otylosci i cukrzycy typu 2,
wskazujace na przydatnos$¢ poczynionych ustalen dla prewencji i skutecznej terapii tych trapigcych
wspolczesnego czlowieka schorzen.

We Whioskach doktorant zwig¢zle podsumowal swoje osiggnigcia, szczegdtowo opisane wczesnie;.
Zaprezentowane wyniki uzupelniajg nasza wiedz¢ na temat wszechstronnie badanego i to od wielu
lat zagadnienia metabolizmu uniwersalnego substratu energetycznego i budulcowego, jakim jest
glukoza.

Pouczajacy jest rozdziatl Perspektywy, w ktorym doktorant zwrocit uwage na kilka interesujgcych
zagadnien stanowigcych punkt wyjscia do podjgcia nowych tematéw badawczych, takich jak: poza-
mitochondrialne RFT; biosynteza i degradacja, a zdolnosci reprodukcyjne komorek; nadmiar
kalorii, a jako$¢ zycia organizméw, zwlaszeza zdrowie wspolczesnego czlowieka.

Projekt wykonywany przez doktoranta znamionowala staranno$¢ i doglebne przemyslenie
cksperymentéw na etapie ich projektowania i przygotowania narzedzi badawczych, co
zaowocowalo interesujagcymi wynikami. Wszechstronna ich analiza pozwolila na wyciggniecie
interesujgcych wnioskow. Wszystko to znamionuje dojrzato$¢ doktoranta jako eksperymentatora i
jest dobrym prognostykiem jego sukcesow jako samodzielnego badacza.

Starannos¢ przygotowania recenzowanej rozprawy doktorskiej jest przykltadowa. Tekst rozprawy
zawiera jedynie nieliczne, drobne bledy gramatyczne, przeoczone na etapie redagowania tekstu,
ktore w najmniejszym stopniu nie utrudnialy zapoznania si¢ z nim.

Wobec braku istotnych zastrzezen i uchybien, ktore wymagalyby komentarza doktoranta w czasie
publicznej obrony proponuj¢ by w jej trakcie doktorant przedyskutowal i zaproponowal mozliwe
wyjasnienia, cho¢by najbardziej spekulatywne, zaobserwowanego przez siebie ciekawego i w
pierwszej chwili przeczacego intuicji zjawiska nizszej zdolno$ci reprodukeyjnej szczepu typu
dzikiego hodowanego w pozywce z nadmiarem glukozy. Przeciez na bogatej pozywce drozdze
mnozg si¢ bardzo szybko, wigc pozornie ich zdolnos¢ reprodukcyjna jest wysoka. Czy moze to
mie¢ zwigzek, a jesli tak, to jaki, z podwyzszeniem poziomu reaktywnych form tlenu i
przesunieciem rownowagi NADP+/NADPH w strone¢ utlenionej formy nukleotydu w warunkach
nadmiaru glukozy oraz z tym, ze w tych warunkach odsetek martwych komorek siegat 8%?

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Romana Maslanki pt.: ,,Wplyw
glukozy 1 jej metabolizmu na stan fizjologiczny, potencjal reprodukcyjny i dlugosé¢ zycia komorek
drozdzy Saccharomyces cerevisiae”, wykonana pod kierunkiem dr hab. Renaty Zadragg-Te¢cza, prof.
UR (promotora) i dr Magdaleny Kwolek-Mirek (promotora pomocniczego) na Wydziale



Biologiczno-Rolniczym Uniwersytetu Rzeszowskiego, spelnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosz¢ zatem do Rady Wydziatu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu
Rzeszowskiego o dopuszczenie Pana mgr Romana Maslanki do dalszych etapéow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, doceniajgc warto$¢ przedstawionych w pracy wynikéw wnosz¢ do
Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego o wyrdznienie tej rozprawy
doktorskie;j.

Dr hab. Marek Skoneczny



