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Tiamina jest egzogennq witaminq petniacq Ważnq funkcję W metaboIizmie

drobnoustrojów, zwierzqt i człowieka. Dotychczas naj|epiej poznano funkcję difosforanu

tiaminy, który jest koenzymem istotnych dla bioenergetyki komórek enzymów

mitochondrialnych: kompleksu dehydrogenaz pirogronianowej i 2-oksoglutaranowej oraz

cytozolowej transketolazy. Funkcje pozostatych pochodnych fosforanowych tiaminy nie

zostały w petni wyjaśnione. Niedobory tiaminy powodujq istotne konsekwencje d|a komórek,

np. u |udzi niedobór t iaminy powoduje zaburzenia układu nerwowego oraz rozwój chorób

metabo|icznych. |stotna ro|a tiaminy w metabo|izmie komórek pozwo|ita na wskazanie tej

witaminy jako ceIu strategii farmakoIogicznych. Podjęto próby Wykorzystania

antywitaminowych pochodnych tiaminy takich do zaburzenia za|eżnych od witaminy 81

procesów metabo|icznych patogenów i komórek nowotworowych' Badania z tego zakresu

nie sq jednak petne.

Pani mgr Magda|ena Siemieniuk wysunęła hipotezę dotyczqcq wptywu syntezy

endogennej t iaminy na podatność dziatania oksytiaminy w komórkach. W tym ce|u podjęta

próbę porównania efektów i mechanizmów dziatania tej antywitaminy w dwóch mode|ach

komórkowych: mode|u komórek syntetyzujqcych tiaminę de novo oraz komórek nie

majqcych takich zdo|ności. Pierwszy, mode| stanowity komórki grzybowe syntetyzujqce

tiaminę: Saccharomyces cerevisioe, Candida albicans oraz Molassezia pochydermatis' Drugi

modeI stanowity niezdoIne do syntezy tiaminy trzy |inie komórek nowotworowych: raka

szyjki macicy (HeLa-C) oraz raka piersi (MCF-7 i MDA-MB-231). Taki dobór |ini i  komórkowych

uważam za uzasadniony do real izacji zatożonych ce|ów badawczych zaproponowanych przez

Doktorantkę.

Podjęcie przez Doktorantkę niniejszego tematu badawczego uważam za uzasadnione

z punktu widzenia poznawczego, toksykologicznego jak i farmakoterapeutycznego. Mgr

Magda|ena Siemieniuk sformułowała orygina|ny cel pracy doktorskiej i pod tym wzg|ędem

zgromadziła we wstępie informacje o t iaminie, jej funkcjach bio|ogicznych, zaburzeniach

spowodowanych niedoborami tej witaminY oraz przedstawita ro|ę antywitamin tiaminy w

zaburzeniach metabo|izmu komórek' Zagadnienia te stanowiq przedmiot intensywnych
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badań. świadczy o tym aktuaIna |iteratura zamieszczona W rozprawie doktorskiej. Literatura

omawianych zagadnień została starannie dobrana tematycznie i w przewaŻajqcej części

obejmuje pubIikacje z ostatnich dziesięciu Iat. Ki lka cytowanych prac, opubIikowanych w

renomowanych czasopismach naukowych stanowi dorobek Pracowników Instytutu Bio|ogii

Uniwersytetu w Biatymstoku' Na podkreś|enie zastuguje staranny i bardzo szczegótowy opis

metodo|ogii badań wykorzystanych przez Doktorantkę oraz bardzo estetyczna strona

edytorska pracy.

Badania przeprowad zone przez mgr Magda|enę Siemieniuk obejmowaty szeroki paneI

nowoczesnych technik z zakresu biologi i molekularnej i metod analitycznych. Doktorantka

wyznaczyła krzywe wzrostu badanych grzybów poddanych dziataniu oksytiaminy, okreś|ita

wartości MIc, MFc i G156. W przypadku komórek nowotworowych oznaczyta cytotoksyczność

tej antywitaminy testem MTT. W ce|u oceny biochemicznych efektów oddziatywania

oksytiaminy oznaczyla w badanych komórkach aktywność dehydrogenazy jabtczanowej, Iiazy

izocytrynianowej, dehydrogenazy mlecznowej, dekarboksylazy pirogronianowej. W celu

okreś|enia czy zaobserwowane zmiany w aktywności enzymów zwiqzane sq ze zmianami na

poziomie transkrypcji czy trans|acji Doktorantka wykonata oznaczenia rtPCR' Zawartość

tiaminy i jej fosforanowych pochodnych oznaczyla metodq wysokosprawnej chromatografii

cieczowej. AnaIizę zawartości kwasów ttuszczowych wykonata technikq chromatografi i

gazowej oraz chromatografi i  cienkowarstwowej. Zaplanowany przez mgr Siemieniuk cykl

badań stanowi przemyś|any i starannie zap|anowany pane| eksperymentów pozwa|ajqcych

na petnq anaIizę założonego prob|emu badawczego.

W wyniku przeprowadzonych oznaczeń Autorka wykazata, że spośród badanych

antywitamin jedynie oksytiamina powodowata istotne ograniczenie tempa wzrostu

badanych komórek, aczko|wiek znamienność tego efektu byta zależna od rodzaju komórek.

W mode|u komórek grzybowych najwyższq wraż|iwość na oksytiaminę wykazata M'

pachydermotis' Wartości MFC i G|56 W|nosity odpowiednio 5000 i 1600 1rg/m|. Nie

stwierdzono u tego gatunku fermentacji alkoholowej ani aktywacji cyklu gl ioksalanowego.

Ponadto znaczqco zmniejszył się udziat difosforanu tiaminy w ogó|nej puIi pochodnych
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witaminy 81' Zaobserwowano także spadek zawartości |ipidów bez zmian proporcji W

poszczegó|nych grupach kwasów ttuszczowych. Spośród przebadanych 66 środowiskowych

szczepóW M. pachydermatis ty|ko d|a 15 wartość M|C była dwukrotnie wyższa W poróWnaniu

ze szczepem referencyjnym. Stwierdzono także synergistyczne dziatanie oksytiaminy i

ketokonazoIu. Wzrost najbardziej opornych szczepów M, pachydermatis przy zastosowaniu

kombinacji obu czynników catkowicie hamowaty stężenia o 4 rzędy wie|kości niższe niż

substa ncje dziatajqce osobno'

Bardziej oporne na dziatanie oksytiaminy byty S. cerevisiae (VlfC = 20000 pg/ml, Gl56

= 14600 uglm|). oksytiamina powodowata u nich aktywację dekarboksy|azy pirogronianowej

wywołanq Wzrostem ekspresji genu kodujqcego to biatko' Catkowita zawartość |ipidów

pozostała bez zmian, chociaż wzrosta zawartość wielonienasyconych kwasów tłuszczowych,

kosztem kwasów jed nonienasyconych.

Najbardziej oporne na oksytiaminę wśród drożdżaków byta c' albicans, która

charakteryzowata się G|5g = ].6000 Vg/m|, a wartość M|c iMFc d|a oksytiaminy przekraczata

40000 pg/m|' Na obecność oksytiaminy w pożywce reagowata wzrostem aktywności |iazy

izocytrynianowej oraz dehydrogenazy jabtczanowej, bez zmiany aktywności dekarboksy|azy

pirogronianowej. TyIko w tym przypadku udziat difosforanu tiaminy w ogó|nej puIi

pochodnych tiaminy obniżył się nieznacznie' Nie odnotowano zmian w catkowitej zawartości

Iipidów, chociaż wzrosła proporcja jednonienasyconych kwasów ttuszczowych kosztem

kwasów nasyconych i wieIonienasyconych.

Wśród modeIu komórek nowotworowych najbardziej opornq na działanie

oksytiaminy byta Iinia MDA-MB-231. (Glso = ZLo pg/ml) w porównaniu z HeLa-C (G|56 = 35

pslm|) i McF-7 (G|'o = a1' gg/m|). oksytiamina nie powodowała w komórkach MDA-MB-231

spadku aktywności dehydrogenazy jabłczanowej i m|eczanowej. Wzrosta natomiast ogó|na

zawartość |ipidów, a ich profiI zmienit się na korzyść estrów cho|estero|u i tr iacy|og|icero|i.

Najbardziej wraż|iwe komórki HeLa-C, jako jedyne zareagowaty na oksytiaminę spadkiem

aktywności zarówno dehydrogenazy m|eczanowej jak i jabtczanowej oraz największym
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spadkiem udziału difosforanu tiaminy W ogó|nej pu|i pochodnych Witaminy 81. Natomiast

ogó|na zawartość |ipidów nie uIegła zmianie.

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie wskazujq, ie oksytiamina wykazuje

wtasności cytotoksyczne w obu badanych mode|ach' Jednak większq oporność na działanie

tej antywitaminy wykazujq komórki zdoIne do zachowania co najmniej niezmienionego

poziomu syntezy Iipidów, nawet jeś|i zachwiane zostajq proporcje pomiędzy poszczegó|nymi

kwasami tłuszczowymi' oporność komórek na oksytiaminę za|eŻy także od cech

metabo|izmu' Bardziej wraż|iwe sq komórki grzybowe preferujqce metabo|izm t|enowy i

niezdo|ne do fermentacji, co jest szczegó|nie widoczne wśród poszczegó|nych gatunków w

mode|u komórek grzybowych. Podwyższona oporność na oksytiaminę u grzybów w

porównaniu z komórkami nowotworowymi warunkowana jest także aktywacjq cyklu

gI ioksaIa nowego, om ijajqcego hamowane oksytia minq enzymy cykI u Krebsa.

Wyniki przeprowadzonych przez Doktorantkę badań zostaty przedstawione w postaci

19 rycin i 13 tabe|. Stanowiq one obszernq i|ustrację złożonej pracy Doktorantki. Na ich

podstawie Mgr Siemieniuk sformułowata 6 wniosków, odzwiercied|ajqcych najistotniejsze

elementy poznawcze rozprawy.

Wyniki zawarte w niniejszej rozprawie oprócz znaczenia poznawczego majq także

aspekt praktyczny' Wskazujq, na potencjaIne zastosowywanie oksytiaminy jako substancji o

dziataniu grzybobójczym na środowiskowe szczepy Malassezja pachydermatis. W aspekcie

narastajqcej oporności grzybów na istniejqce |eki grzybobójcze jest to bardzo cenna

obserwacja. Szczegó|ne nadzieje można wiqzać z wykorzystaniem tej antywitaminy jako

czynnika wspomagajqcego dotychczas stosowane substancje |ecznicze. Autorka rozprawy

wskazuje także na potencjaIne zastosowanie oksytiaminy jako leku przeciwnowotworowego.

Jednakże, co bardzo cenne nie podchodzi bezkrytycznie do tego aspektu dziatania badanej

antywitaminy. Wskazuje bowiem, na moż|iwość wystqpienia poważnych skutków ubocznych

i sugeruje konieczność opracowania metod ukierunkowanej terapii, pozwalajqcej na

dostarczenie substancji czynnej do nowotworu z pominięciem prawidtowych komórek

organizmu.
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Wysoko oceniam umiejętności warsztatowe Doktorantki, zdo|ność rozwiqzywania

probIemóW badawczych, korzystania z Iiteratury stanowiqcej przedmiot pracy oraz

interpretacji wyników. Uważam, że rozprawa doktorska mgr Magda|eny Siemieniuk jest

pracq Wartościowq, starannie przygotowanq warsztatowo iwnosi nowe eIementy poznaWcze

w dziedzinie badań nad mechanizmem działania oraz Zastosowaniem antywitamin witaminy

81. Potwierdzeniem wysokiej wartości merytorycznej rozpraWy doktorskiej jest

opub|ikowanie wyników badań w postaci trzech prac orygina|nych w czasopismach z |isty

fiIade|fi jskiej, w których Doktorantka jest pierwszym lub drugim autorem.

Lektura niniejszej pracy doktorskiej nasuwa następujqce uwagi:

t. Niektóre sformułowania uzyte W pracy jak na przyktad ,,rozpipetowatam,, (strona 54),

,,koncentrac ję oczyszczonego RNA,, (strona 56), ,,worteksowatam,, (strona 77) wymagajq

doprecyzowania.

2. W ce|u określenia mechanizmu zmian w aktywności badanych enzymów na|eżatoby

r ozw aŻy c oznacze n ie ich e ks presji metodq Western-i m m u no b|ot.

Podsumowujqc chciatbym podkreś|ić, że powyższe uwagi dotyczq głównie zagadnień

interpretacyjnych i nie obniżajq wartości poznawczej wykonanej pracy.

Mgr MagdaIena Siemieniuk zreaIizowata założone ce|e badawcze, a przedstawiona mi

do oceny praca odpowiada warunkom stawianym na stopień doktora. Upoważnia mnie to do

wystqpienia z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu

w Białymstoku o dopuszczenie mgr Magda|eny Siemieniuk do da|szych etapów przewodu

doktorskiego.

4_/ę4
Dńhab.  Wojc iech Mi I tyk

Białystok, 2016.07.Io


