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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Irwina Matyjaszczyka pod tytutem
,»Stabilno$¢ genomow w komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae w odpowiedzi na
3-bromopirogronian”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana Irwina Matyjaszczyka zostata wykonana w
Zaktadzie Mykologii i Genetyki na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego.
Promotorem pracy byt prof. dr hab. Stanistaw Utaszewski, natomiast promotorem pomocniczym — dr
Magdalena Cal.

Wyniki rozprawy doktorskiej I. Matyjaszczyka zostaty opublikowane w dwoch nastgpujacych
publikacjach:

1. Cal, Magdalena, [rwin Matyjaszczyk, Ireneusz Litwin, Daria Augustyniak, Rafal Ogorek,
Young Ko, and Stanistaw Utaszewski “The anticancer drug 3-bromopyruvate induces
DNA damage potentially through reactive oxygen species in yeast and in human cancer
cells.” Cells 9, no. 5 (2020): 1161.

2. Cal, Magdalena, Irwin Matyjaszczyk, Karolina Filik, Rafal Ogorek, Young Ko, and
Stanistaw Utaszewski “Mitochondrial Function Are Disturbed in the Presence of the
Anticancer Drug, 3-Bromopyruvate.” International Journal of Molecular Sciences 22, no.
12 (2021): 6640.

Te czasopisma wydawane przez MDPI posiadajg wysokie wskazniki parametryczne. Czasopismo
Cells ma wspotczynnik wptywu IF 7,666 (wedtug wydawcy) oraz 140 punktow MEIN, natomiast
International Journal of Molecular Sciences ma wspotczynnik wplywu IF 6,208 i rowniez 140 pkt
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MEIN. Sumaryczny wspotczynnik wptywu tych publikacji wynosi 13,874 a liczba punktow MEIN
wynosi 280. Swiadczy to 0 wysokim poziomie przeprowadzonych badan. Niestety, 1. Matyjaszczyk
nie jest pierwszym autorem w zadnym ze wspomnianych artykutow i dlatego jego konkretny udziat
w ich wykonaniu nie jest zrozumiaty. Jako podstawe rozprawy autor przedtozyt monografie, choc¢
trudno zrozumie¢, w jakim stopniu material monografii jest podobny/identyczny do materiatow
opublikowanych prac. Czy monografia zawiera wszystkie dane wykonane przez zespoly
wieloautorskie czy tylko cze$¢ danych uzyskanych przez Doktoranta? Zatem dobrze bytoby uzyskaé
odpowiedzi na te pytania. W monografii Doktorant wspomina 0 wspotpracy w wykonaniu
nielicznych eksperymentow, gtdéwnie na komorkach ludzkich. Natomiast o wspotpracy w wykonaniu
eksperymentow na drozdzach w monografii nie ma dostatecznej informacji, wiegc mam nadzieje, ze
Pan mgr Irwin Matyjaszczyk wyjasni sytuacje w trakcie obrony.

Monografia zawiera nastepujgce rozdzialy: spis treSci, abstrakt, wstep (faktycznie stanowigce
przeglad literatury, razem 31 strona), sformutowany cel pracy, materiaty i metody, wyniki (24
strony), dyskusje i wnioski. Abstrakt stuzy jako dobre wprowadzenie do lektury pracy, gdyz okresla
gtowne przestanki podjecia przez doktoranta badan nad wptywem 3-bromopirogronianu na genomy
jadrowy oraz mitochondrialny u drozdzy Saccharomyces cerevisiae. W przegladzie literatury autor
analizuje zrodta uszkodzen DNA w komorkach oraz odpowiedz drozdzy S. cerevisiae na takie
uszkodzenia polegajaca na roznych typach wycinania zasad lub nukleotydu, poprzez homologiczng i
niehomologiczna rekombinacje oraz post-replikacyjna naprawg uszkodzen. W dalszej czgsci
przegladu literatury Pan mgr 1. Matyjaszczyk analizuje genom mitochondrialny drozdzy, replikacje i
napraw¢ mitochondrialnego DNA. W nastepnym rozdziale przegladu autor opisuje zZrodta stresu
oksydacyjnego u drozdzy oraz sposoby przeciwdziatania stresowi przy pomocy uktadow
tioredoksyny, glutaredoksyny, glutationu, enzymoéw (oksydaza ponadtlenkowa, Kkatalaza,
peroksydazy) itp. W ostatnim kréotkim rozdziale przegladu literatury (2 strony) doktorant omawia
dane dotyczace znanych mechanizmoéw dziatania 3-bromopirogronianu jako potencjalnego leku
przeciwnowotworowego. Uwazam, ze warto byto poswieci¢ wigcej uwagi analizie dotychczasowej
wiedzy 0 na temat dziatania 3-bromopirogronianu, nawet kosztem materialu 0 uszkodzeniach
jadrowego i mitochondrialnego DNA i jego naprawy. Dodatkowo chcialbym nadmienic¢, ze w opisie
mechanizmow uszkodzen, naprawy DNA oraz stresu oksydacyjnego Doktorant nie zbyt
przekonujaco pokazuje mozliwe powiazanie tego materiatu z przedmiotem wiasnych badan, dlatego
czytelnikowi trudno zrozumie¢, po co wiasciwie ten materiat jest opisywany natyle doktadnie a znane
mechanizmy dziatania 3-bromopirogroninu podane sg bardzo, a nawet zbyt krotko.

Rozdziat :Materiaty i metody” napisany jest z wyszczegolnieniem konkretnych metod badan. Mozna
doj$¢ do wniosku, ze Doktorant w petni opanowal wiele metod biochemii, fizjologii, genetyki i
cytologii drozdzy. Wykorzystane zostaty r6znorodne metody, zwlaszcza synchronizacje komorek w
fazach GI, S 1 G2/M cyklu komoérkowego, analiza kinetyki cyklu komorkowego, izolacje 1
elektroforeza biatek wewnatrzkomorkowych, western (imuno)blotting, test kometowy do badania
degradacji DNA, ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy (QRT-PCR) oraz analizy biochemiczne
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(badania reaktywnych form tlenu, elektroforeza pulsacyjna chromosoméw, obserwacje
mikroskopowe), itp. Szczegoélnie warto podkresli¢, ze mgr |. Matyjaszczyk opanowal metodg
hodowle linii komérkowych THP-1, K562 i1 Jurkat, co poszerza arsenal wykorzystywanych przez
niego metod dos¢ znaczaco. Niestety metody klonowania molekularnego nie zostalty uzyte w tej
pracy. Wykorzystanie takich nowoczesnych metod pozwolitoby zidentyfikowa¢ konkretne mutacje
punktowe, delecje czy insercje oraz inne przebudowy na poziomie chromosomalnym, powstate na
przyktad w wyniku rekombinacji, a wywotywane przez 3-bromopirogronian w konkretnych genach
i bardziej zblizy¢ si¢ do zrozumienia odpowiednich mechanizmow.

Rozdziat pracy doktorskiej opisujacy badania wlasne rozpoczyna opis wptywu 3-bromopirogronianu
na przezywalnos$¢ drozdzy S. cerevisiae. Autor podkresla przyczyny, dla ktorych uzyto sacharozg a
nie glukoze jako zrodlo wegla, ale odpowiednie poréownanie wrazliwosci komoérek na obydwu
substratach nie zostalo przeprowadzone. Nastepnie Autor udowadnia, ze w procesie inkubacji
komorek z 3-bromopirogronianem dochodzi do zaleznej od replikacji aktywacji punktu kontrolnego
uszkodzenia DNA. Zaobserwowano takze, ze inkubacja komorek z tym inhibitorem wywotuje
zalezng od replikacji fosforylacje histonu H2A w komoérkach szczepu W303-1A drozdzy S.
cerevisiae, a takze dochodzi do opdznienia kinetyki wszystkich faz cyklu komoérkowego.
Udowodniono ponadto, ze mutanty z uszkodzong naprawg DNA Aku70, rad52, Arad5 oraz podwojny
mutant Arad51 Aku70 wykazywaly wysoka wrazliwos¢ na 3-bromopirogronian, co $wiadczy o tym,
ze $ciezka naprawy DNA na drodze HR i NHEJ jest potrzebna komoérkom do przezycia w obecnosci
badanego zwiazku.

Ponadto, udowodniono, ze inkubacja komorek z 3-bromopirogronianem prowadzi do zwigkszenia
poziomu reaktywnych form tlenu, a takze dwuniciowego uszkodzenia DNA, ktére mogly zostaé
wywotane poprzez dziatanie powstatych reaktywnych form tlenu. Kolejno w odpowiedzi na 3-
bromopirogronian uruchamia si¢ kilka $ciezek odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Ciekawy
eksperyment z wykorzystaniem elektroforezy pulsacyjnej (PFGE) bezposrednio wykazatl obecnosé¢
uszkodzen DNA w komorkach drozdzy traktowanych 3-bromopirogronianem.

Dzigki pracom Doktoranta ustalono, ze uszkodzenie DNA wykryte poprzez test kometowym po
inkubacji komorek z 3-bromopirogronianem zaobserwowano takze dla ludzkiej linii nowotworowej
THP-1 wywodzacej si¢ z monocytow. Ten przeciwnowotworowy srodek takze istotnie obnizat
zywotno$¢ komorek ludzkich.

Ciekawy rozdziat pracy doktorskiej zostal poswigcony wplywowi 3-bromopirogronianu na
mitochondrialny DNA drozdzy. Najpierw okazato si¢, ze szczep S. cerevisiae rho® pozbawiony
mitochondrialnego DNA jest znacznie bardziej wrazliwy na 3-bromopirogronian niz szczep dziki.
Badania pozwolity roéwniez na wniosek, ze mutanty Amgml101, Ahmil i Amhrl z uszkodzeniami
naprawy i rekombinacji mitochondrialnego DNA, wykazuja wigksza wrazliwo$¢ na 3-
bromopirogronian w poréwnaniu ze szczepem dzikim. Inhibitor powodowal rowniez obnizenie
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metabolicznej aktywno$ci komorek, co ustalona na podstawie testu ogélonego polegajacego na
konwersji soli tetrazolowej MTT do formazanu. Co ciekawe, badania pozwalajg rowniez sadzic, ze
3-bromopirogronian indukuje stres oksydacyjny w mitochondriach drozdzy piekarskich wywotujac
powstanie ROS. Mutant z delecja genu kodujacego mitochondrialng dysmutazg nadtlenkowa Asod2
S. cerevisiae wykazywal si¢ nadwrazliwoscig na 3-bromopirogronian, co $§wiadczy o waznej roli
mitochondriow w opornosci na te substancje. Niestety Autor nie poréwnat wrazliwosci na 3-
bromopirogronian mutanta z delecjg genu cytozolowej Cu,Zn-zaleznej dysmutazy nadtlenkowej
Asodl, stad nie mozemy twierdzi¢, ze tylko mitochondrialna dysmutaza nadtlenkowa bierze udziat w
opornosci na badany $rodek przeciwnowotworowy. Co wigcej, 3-bromopirogronian obnizat rowniez
ekspresje mitochondrialnego genu COX1 kodujacego podjednostke oksydazy cytochromowej.
Dowiedziono rowniez synergistyczne dziatanie 3-bromopirogronianu ze zwigzkami wywotujacymi
stres oksydacyjny (nadtlenek wodoru) oraz inhibitorami transportu elektronow (antymicyna A) na
zahamowanie wzrostu komoérek. Na ludzkich liniach komoérkowych 3-bromopirogronian dziata
synergistycznie z fenforming. Taka oryginalna obserwacja moze mie¢ znaczenie praktyczne w
farmacji dla opracowania nowych protokotow leczenia chor6b nowotworowych.

Rozdziat dyskusja napisany zostat poprawnie i porownuje wlasne spostrzezenia z wynikami innych
autorow opublikowanymi w literaturze naukowej. Wnioski pracy odpowiadajg tresci wyzej
wymienionych publikacji naukowych oraz wynikaja bezposrednio z wynikow uzyskanych przez
Doktoranta w trakcie wykonywania niniejszej pracy.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze Pan mgr Irwin Matyjaszczyk opanowat wiele nowoczesnych
metod biochemii, cytologii, genetyki i fizjologii mikroorganizméw oraz komorek ludzkich i uzyskat
wiele nowych oryginalnych wynikoéw, ktore istotnie wzbogacaja nasza wiedz¢ o dziataniu
potencjalnego $rodka przeciwnowotworowego 3-bromopirogronianu. Mam jednak jedna zasadnicza
uwage. Doktorant nie przeanalizowat mechanizmu dziatania 3-bromopirogronianu: pozostaje zatem
niezrozumiate czy ta substancja bezposrednio wywolywata uszkodzenie DNA oraz inne zjawiska czy
odwrotnie, dziatanie 3-bromopirogronianu byto posrednie. Doktorant sugeruje o roli reaktywnych
form tlenu w uszkodzneiu DNA, jednak w jaki sposob 3-bromopirogronian inicjuje ich powstanie,
pozostaje nie calkiem zrozumialym. Wiadomo, ze 3-bromopirogronian aktywuje alkilowanie
pewnych biatek oraz obniza poziom ATP. Moze wlasnie to jest przyczyna zaobserwowanych
zjawisk? Hipotezg 0 roli ATP mozna byloby stosunkowo tatwo sprawdzi¢ poprzez zastosowanie
innych substancji obnizajacych wewnatrzkomérkowe stezenie tego mukleotydu oraz obserwowanie
czy dzialajg oni zbieznie do 3-bromopirogronianu. Niestety Doktorant w ogole nie porusza kwestii
mechanizmow dziatania 3-bromopirogronianu w tym przekazywania sygnatu po dodawaniu tego
inhibitora do komorki. A w jaki sposob 3-bromopirogronian wywotuje fosforylacje histonow czy
mutacje jadrowego i mitochondrialnego DNA? Czy to dziatanie 3-bromopirogronianu w tych
przypadkach bezposrednie czy jest ono posrednie i by¢ moze jest spowodowane wynikiem pewnych
innych zdarzen inicjowanych poprzez 3-bromopirogronianem? Oczywistym jest, ze badania jednej
pracy doktorskiej by¢ moze nie pomogg nam w rozwigzaniu tych niejasnoéci, jednak warto jest
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zglebic¢ i dyskutowaé nad nimi proponujac rézne hipotezy. Uwagi te sg jednak tylko sugestiami oraz
nie wpltywajg one w istotny sposob na oceng wysokiego merytorycznego poziomu przedtozonej mi
do recenzji pracy doktorskiej.

Recenzowana przeze mnie praca doktorska Pana mgr Irwina Matyjaszczyka wykonana jest z
zachowaniem wtasciwej metodologii badan biologicznych, uwazam, ze temat pracy jest bardzo
aktualny a nawet innowacyjny. Wyniki otrzymane w toku wykonywania pracy majg znaczenie dla
rozwoju nauk podstawowych, ale takze zawierajg wysoce aplikacyjny potencjal, ktory moze zostac
wdrozony do praktyki medyczne;.

Stwierdzam zatem, ze przestawiona mi do recenzji praca doktorska Pana mgr Irwina Matyjaszczyka
pod tytutem ,,Stabilno$¢ genoméw w komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae w odpowiedzi
na 3-bromopirogronian” pozwalaja mnie z petnym przekonaniem stwierdzi¢, ze recenzowana praca
spetnia wszelkie warunki ujete w art. 13 pkt 1 Ustawy 0 stopniach naukowych i tytule naukowym z
14 czerwca 2003 r. (Dz.U. Z 2017 r. Poz. 1789) z p6zniejszymi zmianami, stagd tez wnosz¢ o
dopuszczenie jej do dalszych etapow procedury ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.

Al

Andriy Sybirnyy

ul. Cwikliriskiej 2D, 35-601 Rzeszéw
tel./fax: +48 17 785 49 45 ‘r
e-mail: asybirnyy@ur.edu.pl

Strona 5



