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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Irwina Matyjaszczyka
pt. ,,Stabilno$¢ genomoéw w komaérkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae
w odpowiedzi na 3-bromopirogronian”
wykonanej w Zakfadzie Mykologii i Genetyki
na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego

pod kierunkiem prof. dr hab. Stanistaw Utaszewskiego oraz dr Magdaleny Cal

Podstawg formalng wykonania recenzji jest pismo pana dr hab. Marcina Kadeja, prof. UWr,
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Naukowej nauki biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego z dnia
22 maja 2023 roku, ktore informuje o powierzeniu mi obowigzkéw recenzenta wspomnianej wyze;j
rozprawy doktorskiej.

Przewdd doktorski procedowany jest na podstawie ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w zwigzku z art. 179 ust. 3 z
dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajgce ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2018 r., poz. 1669 ze zm.).

Zgodnie z art. 13. 1. Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym, w niniejszej recenzji
ocenione zostanie czy przygotowywana pod opiekg promotora i promotora pomocniczego praca
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, czy praca wskazuje na posiadanie przez
doktoranta ogolnej wiedzy teoretycznej w dyscyplinie nauki biologiczne oraz czy doktorant posiada

umiejetnos$¢ prowadzenia samodzielnie pracy naukowe;.

Rozprawa doktorska mgra Irwina Matyjaszczyka przygotowana zostata wedtug klasycznego
opracowania monograficznego i posiada typowy uktad z poszczegdlnymi czesciami wyodrebnionymi

jako rozdziaty: Abstrakt (2 strony), Wstep (32 strony), Cel pracy (1 strona), Materiaty i metody (11

stron), Wyniki (25 stron), Dyskusja (11 stron), Wnioski (2 strony), Biobliografia (19 stron) oraz Wykaz Fc!
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zostata rowniez informacja, wskazujgca na to, ze prezentowane w rozprawie wyniki sg przedmiotem

dwoch publikacji:

1. Cal, Magdalena, Irwin Matyjaszczyk, Ireneusz Litwin, Daria Augustyniak, Rafat Ogérek, 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, Rafat Ogoérek, 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

Ocena merytoryczna recenzowanej rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska dotyczy waznego zagadnienia zwigzanego z mozliwosciami
terapeutycznego wykorzystania 3-bromopirogronianu ze wzgledu na jego wykazane witasciwosci
przeciwnowotworowe. Kandydat wskazuje, ze pomimo wielu przeprowadzonych dotad badan nad tym
zwigzkiem, ciggle brak jest wnikliwej charakterystyki molekularnego mechanizmu jego oddziatywania.
Z tego powodu, uwazam za bardzo zasadne podjecie tej tematyki. Szczegdlnie, ze brak jest badan

dotyczacych potencjalnego oddziatywania genotoksycznego.

Pierwszym rozdziatem rozprawy doktorskiej jest ,Wstep”, w ktérym Doktorant w obszerny
sposob prezentuje obecny stan wiedzy dotyczacy zrédet uszkodzern DNA, wskazujgc na ich endogenne
i egzogenne pochodzenie. Aspekt ten jest dobrym i potrzebnym wstepem dla czytelnika do
podejmowanego w kolejnych rozdziatach tematu badawczego, czyli okre$lenia aktywnosci 3-
bromopirogronianu jako egzogennego czynnika terapeutycznego. W kolejnych czesciach tego
rozdziatu Kandydat prezentuje rozlegta wiedze na temat odpowiedzi komdrkowej na uszkodzenia DNA
obserwowane w drozdzach i opisuje charakterystyczne, zidentyfikowane dotgd mechanizmy.
Szczegotowo, Doktorant opisuje tez mozliwe uszkodzenia i naprawe genomu mitochondrialnego oraz
role enzyméw w ochronie przed stresem oksydacyjnym. Pomocne w wyjasnieniu i zrozumieniu
omawianych zagadnien sg tutaj licznie zaprezentowane ryciny, przedstawiane jako opracowania
wiasne Doktoranta. Temat badawczy podjety w prezentowanej rozprawie dotyczy badan aktywnosci
3-BP w komérkach drozdzy, wybranych jako organizm modelowy i przyktad komaérki eukariotycznej.
Pomimo tego, Doktorant opisujgc stan wiedzy na temat mechanizmdw naprawy uszkodzen DNA, nie
skupia sie wytgcznie na danych dotyczacych komérek drozdzowych. Co zastuguje na podkreslenie, to
fakt, ze w wielu czesciach tego rozdziatu omawiane mechanizmy prezentowane sg i odnoszone do

wiedzy jakg posiadamy na temat komdrek ludzkich. To ubogaca ten rozdziat i pozwala na wnioskowanie
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o wszechstronnej wiedzy Doktoranta. W ostatniej czesci rozdziatu pierwszego, Doktorant przedstawia
stan wiedzy na temat aktywnosci 3-bromopirogronianu, w tym wskazuje nie tylko na jego aktywnosé
przeciwnowotworowy, ale tez na mozliwe synergistyczne dziatanie 3-BP w potgczeniu z innymi
terapiami oraz potencjat przeciwdrobnoustrojowy. To pokazuje na umiejetno$¢ poszukiwania
informacji w bazach naukowych i co wiecej, ich korelacje z zaproponowanym tematem badawczym. W
trakcie lektury tej czesci rozprawy, zauwazytam kilka btedow stylistycznych czy interpunkcyjnych. Dla
przyktadu, legenda ryciny numer 1 w zasadzie nie zawiera znakéw przestankowych, co utrudnia jego
interpretacje. Moje watpliwosci budzi tez uzyte stwierdzenie ,karcenogenny” (rozdziat 1.2.2, strona
13). Wedtug mojej opinii powinno ono by¢ zastgpione stowem ,kancerogenny”, ewentualnie
»karcynogenny”. Przy omawianiu mechanizmu naprawy dwuniciowych ztaman DNA przez
niehomologiczne taczenie koricdw (rozdziat 1.2.3) wspomniany jest po raz pierwszy rdwniez
mechanizm naprawy homologicznej rekombinacji. W tym miejscu jednak uzyty zostat tylko skrot
pochodzgcy od nazwy tego mechanizmu, HR, tj. homologicznej rekombinacji. Czytajac chronologicznie
kolejne rozdziaty, zrozumienie tego skrdtu bez jego wyjasnienia jest utrudnione, gdyz moze mieé ono
kilka znaczen. Pomimo, ze w dalszej czesci zjawisko to jest opisane szczegdtowo.

Niezaleznie od wskazania tych kilku spostrzezen, uwazam, ze rozdziat ,,Wstep” napisany jest w
zrozumiaty i wyczerpujacy sposob, i wprowadza nastepnie czytelnika do rozdziatu ,,Cel pracy”, ktéry
jest z kolei sformutowany czytelnie, jako jedno rozbudowane zdanie. Wedtug mnie prace wzbogacitoby
wytonienie dodatkowo celdw posrednich czy szczegétowych. To pozwolitoby réowniez jednoznacznie
odnies¢ zaprezentowany w rozdziale pierwszym stan wiedzy, do zaplanowanych i przeprowadzonych

w pracy badan.

W kolejnym rozdziale pracy przedstawione sa materiaty i metody wykorzystywane badaniach.
Nalezy podkresli¢, ze w tej czesci znalazty sie opisy wszystkich stosowanych technik badawczych,
jednak w kilku przypadkach opis wykonanych metod powinien zosta¢ zaprezentowany bardziej
szczegdtowo. Dla przyktadu, w rozdziale 3.3 (strona 43) poddano analizie przezywalnosé komdrek po
ekspozycji na badane zwigzki. Nalezato tutaj umiesci¢ tez informacje w jaki sposéb wyrazono
ostateczne wyniki, jaki rodzaj obliczen zastosowano. Czytajac lekture niniejszej rozprawy doktorskiej
czasami mozna napotka¢ stosowanie slangu laboratoryjnego (np. ,szmir” czy ,logarytmiczne
hodowle”). Sformutowania takie nie powinny znalez¢ sie w tego typu opracowaniach. Jednak z drugiej

strony, zdaje sobie sprawe, ze Doktorant ,przesigkniety” takim stownictwem w trakcie pracy w

laboratorium madgt nawet nie zauwazy¢ tego rodzaju btednego jezyka. W rozdziale 3.5 (strona 44) on
9]
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determinowano. Kolejno, w rozdziatach 3.8 i 3.9 nie podano rodzaju obliczen i sposobu wyrazenia
koricowego wyniku genotoksycznosci i indukcji stresu oksydacyjnego. Przy stosowaniu sonikacji (rozdz.
3.10.1, str. 47) nalezato tez wskaza¢ warunki prowadzenia tego procesu, gdyz nawet niewielkie réznice
w mocy sonikatora, czasie trwania sonikacji, czy rodzaju naczynia, w ktérym proces sie odbywa,
wptywa na koncowy wynik przygotowywanej préby. | jeszcze ostatnia uwaga, wedtug mnie
najwazniejsza, dotyczy braku opisu zastosowanych metod statystycznych w analizie wynikéw.
Pomimo, ze w nastgepnym rozdziale przy niektérych tylko rycinach taka informacja jest zawarta,
uwazam, ze w rozdziale ,Materiaty i metody” winien znalez¢ sie szczeg6towy opis przeprowadzonych

analiz statystycznych.

Rozdziat ,Wyniki” jest zestawieniem wszystkich przeprowadzonych analiz, przedstawionych
jako kolejne rozdziaty. Moja uwaga ogélna dotyczy sformutowan tytutéw tych rozdziatéw, ktérych
forma jest zmienna. Czasami s to wtasciwie okreslone wnioski z wykonanej analizy (na przyktfad
»Przezywalno$¢ komdrek ... w obecnosci 3-bromopirogronianu”, rozdziat 4.1), przedstawione zwiezle.
Podczas gdy tytuty innych rozdziatéw s3 w mojej ocenie zbyt rozbudowane, na przyktad rozdziat 4.3
»W obecnosci 3-bromopirogronianu w komdrkach szczepu W303-1A Saccharomyces cerevisiae
dochodzi do opdznienia kinetyki wszystkich faz cyklu komérkowego”. W ten sposéb sformutowany
tytut jest raczej opisem obserwacji. W przypadku badania przezywalnosci komérek po ekspozycji
wobec 3-BP, nie podano informacji jakim kluczem zostaty dobrane testowane stezenia zwigzku. Tym
bardziej, ze w kolejnych eksperymentach stezenia sig roznity. Dla przyktadu, w rozdziale 4.2 gdzie
analizowano indukcje dwuniciowych ztaman DNA, zastosowano dwie metody analiz, tj. Western blot
oraz metode nakroplen. Jednak przy réznych stezeniach, zaréwno dla 3-BP jak i kontroli pozytywnej,
metanosulfonian metylu. Podobnie, na rycinie 14 A wskazano uzycie réznych stezer 3-BP zaleznej od
typow mutantow. Na rycinie 12 brak jest opisu, ktory wykres przedstawia wyniki okre$lonej sondy.
Mozna sig domyslac, ze uktad jest tozsamy z uktadem fotografii.

Pomimo moich kilku uwag, pragne podkresli¢, ze catos¢ tego rozdziatu jest czytelna i dobrze
uorganizowana. Waznym, dodatkowym aspektem jest to, ze na poczatku omawiania wynikéw dla
okreslonego typu badania Doktorant podaje krotki wstep, ktéry wyjasnia zasadnos$¢ jego
przeprowadzenia. Wartym podkreslenia réwniez jest fakt, ze do oszacowania powstawania
dwuniciowych ztamar obok metody elektroforezy pulsacyjnej PFGE Doktorant przeprowadzit badanie

z wykorzystaniem alternatywnej techniki tzw. ,komet assay”, podkres$lajac jej wyzszg czutosé.

Wskazuje to na umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan i poszukiwania alternatywnych <
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W rozdziale ,Dyskusja” Doktorant umiejetnie konfrontuje otrzymane wyniki z tymi
przedstawianymi przez innych autoréw. Bardzo cenne sg koricowe spostrzezenia zawarte w czesci
»Dyskusja” oraz ,Wnioski”. Doktorant opisuje prawdopodobny mechanizm molekularnego
oddziatywania 3-BP, ktéry polega miedzy innymi na inicjowaniu uszkodzen DNA jadrowego i
mitochondrialnego. Co wiecej, ustalono, ze mitochondria petnig role ochronng przed dziataniem 3-BP.
W tekscie znajdujg sie bardzo liczne cytacje i odnosniki literaturowe, zebrane w ostatniej czesci
dysertacji, jako rozdziat ,Bibliografia” (liczacy 310 pozycji) oraz spis skrétow, ktéry jest pomocny w

lekturze rozprawy doktorskiej.

Po zapoznaniu sie z dysertacjg, obok wskazanych wyzej niescistosci lub niewielkich
uchybien, miatbym kilka pytart do Doktoranta, i jesli jest to mozliwe, prositabym o odpowiedz
podczas publicznej obrony:

e W rozdziale 1.3 omawiajgcym aktywnos$¢ punktéw kontrolnych cyklu komaérkowego w
odpowiedzi na uszkodzenia DNA Doktorant wspomina, ze u ,drozdzy piekarniczych
aktywacja punktéw kontrolnych inicjowana jest w wyniku powstania podwdjnych
uszkodzen DNA, ktdre s3g najgrozniejszg formg uszkodzen”. Prosze o wyjasnienie tego
sformutowania, dlaczego Doktorant tak uwaza?

e W trakcie opisu aktywnosci peroksydaz (rozdziat 1.5.2.3) pojawia sie stwierdzenie, ze
»Gpx3 ... chroni komdrki przed stresem oksydacyjnym spowodowanym przez metale
ciezkie takie jak kadm”. Czy tylko wobec kadmu, czy istniejg jakie$ doniesienia
literaturowe na temat aktywnosci Gpx3 w przypadku ekspozycji na inne metale
ciezkie?

e W opisie stanu wiedzy na temat stosowania 3-BP jako leku przeciwnowotworowego
podano, ze ,réznica w ilosci transporterow (chodzi o monocarboxylate transporters,
MCT) miedzy zdrowymi komdrkami i komdérkami nowotworowymi wyjasnia wybidrczo
toksyczne dziatanie 3-BP wzgledem komdrek nowotworowych”. Jest to bardzo wazne
stwierdzenie w aspekcie przeprowadzonych analiz i okres$lenia aktywnosci 3-BP,
dlatego prosze o rozwiniecie i wyjasnienie skad wynika ta rdéznica w toksycznosci.

e Prosze Doktoranta o wyjasnienie czym kierowat sie dobierajac linie komdrkowe do
przeprowadzonych analiz. Dlaczego tez w niektérych testach zastosowano tylko
wybrane typy linii komdrkowych oraz z jakiego powodu stezenia testowanego zwigzku

byty inne niz w przypadku prowadzonych analiz na komadrkach drozdzy.
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e Czy Doktorant posiada wiedze na temat mozliwych interakcji produktéw rozpadu 3-
bromopirogronianu. Czy sg dane dotyczace aktywnosci 3-BP (lub jego pochodnych)

poréwnawczo prowadzonej w komaérkach zdrowych i nowotworowych.

Podsumowujgc, chciatabym podkresli¢, ze recenzowana przez mnie praca dowodzi posiadania
przez Doktoranta wiedzy teoretycznej w dyscyplinie nauki biologiczne, o czym $wiadczy
zaprezentowanie stanu wiedzy na temat realizowanych badan i dobrze przeprowadzona dyskusja
otrzymanych wynikéw. Ponadto, Doktorant posiada umiejetnos¢ planowania i prowadzenia badan,
gdyz wiasciwie dobrat metody badawcze. Co wiecej, mgr Matyjaszczyk ma umiejetnosci prowadzenia
badan na réznych organizmach modelowych, w tym zaréwno na komdrkach drozdzowych jak i liniach
komorkowych, co wskazuje na jego bogaty warsztat badawczy i umiejetnos¢ interpretacji
zroznicowanych wynikéw. Z uwagi na przedstawiony stan wiedzy, nalezy stwierdzi¢, ze
zaproponowana tematyka bedgca podstawg dysertacji, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Faktem potwierdzajagcym moje przemyslenia jest opublikowanie przez Doktoranta czesci
przeprowadzonych badan w dwdéch czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, zawartych w wykazie

Journal Citation Reports; tj. Cells (7.666 IF) oraz International Journal of Molecular Sciences (6.208 IF).

W zwigzku z powyzszym, ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska
mgr Irwina Matyjaszczyka spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz.
595 z p6zn. zmianami) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej nauki biologiczne Uniwersytetu

Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Irwina Matyjaszczyka do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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