UNIWERSYTET MEDYCZNY W BIALYMSTOKU
Wydziat Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
Samodzielna Pracownia Analizy Lekow
, 15-222 Bialystok, ul. Adama Mickiewicza 2d

? eso S Tel: (85)7485735

Ocena pracy doktorskiej pt.:

Metaboliczne uwarunkowania odpowiedzi na oksytiamine komaérek
nowotworowych oraz grzybéw drozdzopodobnych

wykonanej przez

mgr Magdalene Siemieniuk

w Instytucie Biologii
Wydziatu Biologiczno-Chemicznego
Uniwersytetu w Biatymstoku



UNIWERSYTET MEDYCZNY W BIALYMSTOKU
Wydziat Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
Samodzielna Pracownia Analizy Lekow
15-222 Bialystok, ul. Adama Mickiewicza 2d
Tel: (85)7485735

Tiamina jest egzogenng witaming petnigcg wazng funkcje w metabolizmie
drobnoustrojéw, zwierzat i cztowieka. Dotychczas najlepiej poznano funkcje difosforanu
tiaminy, ktory jest koenzymem istotnych dla bioenergetyki komorek enzyméw
mitochondrialnych: kompleksu dehydrogenaz pirogronianowej i 2-oksoglutaranowej oraz
cytozolowej transketolazy. Funkcje pozostatych pochodnych fosforanowych tiaminy nie
zostaty w petni wyjasnione. Niedobory tiaminy powodujg istotne konsekwencje dla komérek,
np. u ludzi niedobdr tiaminy powoduje zaburzenia uktadu nerwowego oraz rozwoj chorob
metabolicznych. Istotna rola tiaminy w metabolizmie komérek pozwolita na wskazanie tej
witaminy jako celu strategii farmakologicznych. Podjeto préby wykorzystania
antywitaminowych pochodnych tiaminy takich do zaburzenia zaleznych od witaminy B;
proceséw metabolicznych patogendw i komérek nowotworowych. Badania z tego zakresu
nie sg jednak petne.

Pani mgr Magdalena Siemieniuk wysuneta hipoteze dotyczgcg wptywu syntezy
endogennej tiaminy na podatno$¢ dziatania oksytiaminy w komadrkach. W tym celu podjeta
probe poréwnania efektéw i mechanizmoéw dziatania tej antywitaminy w dwoch modelach
komoérkowych: modelu komorek syntetyzujgcych tiamine de novo oraz komoérek nie
majgcych takich zdolnosci. Pierwszy, model stanowity komorki grzybowe syntetyzujgce
tiamine: Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans oraz Malassezia pachydermatis. Drugi
model stanowity niezdolne do syntezy tiaminy trzy linie komdrek nowotworowych: raka
szyjki macicy (HelLa-C) oraz raka piersi (MCF-7 i MDA-MB-231). Taki dobér linii komdrkowych
uwazam za uzasadniony do realizacji zatozonych celéw badawczych zaproponowanych przez
Doktorantke.

Podjecie przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione
z punktu widzenia poznawczego, toksykologicznego jak i farmakoterapeutycznego. Mgr
Magdalena Siemieniuk sformutowata oryginalny cel pracy doktorskiej i pod tym wzgledem
zgromadzita we wstepie informacje o tiaminie, jej funkcjach biologicznych, zaburzeniach
spowodowanych niedoborami tej witaminy oraz przedstawita role antywitamin tiaminy w

zaburzeniach metabolizmu komorek. Zagadnienia te stanowig przedmiot intensywnych
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badan. Swiadczy o tym aktualna literatura zamieszczona w rozprawie doktorskiej. Literatura
omawianych zagadnien zostafa starannie dobrana tematycznie i w przewazajacej czesci
obejmuje publikacje z ostatnich dziesigciu lat. Kilka cytowanych prac, opublikowanych w
renomowanych czasopismach naukowych stanowi dorobek Pracownikéw Instytutu Biologii
Uniwersytetu w Biatymstoku. Na podkreslenie zastuguje staranny i bardzo szczegétowy opis
metodologii badan wykorzystanych przez Doktorantke oraz bardzo estetyczna strona
edytorska pracy.

Badania przeprowadzone przez mgr Magdalene Siemieniuk obejmowaty szeroki panel
nowoczesnych technik z zakresu biologii molekularnej i metod analitycznych. Doktorantka
wyznaczyta krzywe wzrostu badanych grzybow poddanych dziataniu oksytiaminy, okreslita
wartosci MIC, MFC i Glso. W przypadku komdrek nowotworowych oznaczyta cytotoksycznosc
tej antywitaminy testem MTT. W celu oceny biochemicznych efektéw oddziatywania
oksytiaminy oznaczyta w badanych komérkach aktywnos¢ dehydrogenazy jabfczanowej, liazy
izocytrynianowej, dehydrogenazy mlecznowej, dekarboksylazy pirogronianowej. W celu
okreélenia czy zaobserwowane zmiany w aktywnosci enzymoéw zwigzane s3 ze zmianami na
poziomie transkrypcji czy translacji Doktorantka wykonata oznaczenia rtPCR. Zawartos¢
tiaminy i jej fosforanowych pochodnych oznaczyta metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Analize zawartosci kwasow ttuszczowych wykonata technikg chromatografii
gazowej oraz chromatografii cienkowarstwowej. Zaplanowany przez mgr Siemieniuk cykl
badan stanowi przemyslany i starannie zaplanowany panel eksperymentéw pozwalajgcych
na petng analize zatozonego problemu badawczego.

W wyniku przeprowadzonych oznaczen Autorka wykazata, ze sposréd badanych
antywitamin jedynie oksytiamina powodowata istotne ograniczenie tempa wzrostu
badanych komérek, aczkolwiek znamienno$¢ tego efektu byta zalezna od rodzaju komorek.
W modelu komodrek grzybowych najwyzszg wrazliwo$¢ na oksytiamine wykazata M.
pachydermatis. Wartoéci MFC i Glsg wynosity odpowiednio 5000 i 1600 pg/ml. Nie
stwierdzono u tego gatunku fermentacji alkoholowej ani aktywacji cyklu glioksalanowego.

Ponadto znaczaco zmniejszyt sie udziat difosforanu tiaminy w ogoélnej puli pochodnych
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witaminy B;. Zaobserwowano takie spadek zawartosci lipidow bez zmian proporcji w
poszczegblnych grupach kwasow ttuszczowych. Sposrod przebadanych 66 Srodowiskowych
szczepow M. pachydermatis tylko dla 15 wartos¢ MIC byta dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu
ze szczepem referencyjnym. Stwierdzono takze synergistyczne dziatanie oksytiaminy i
ketokonazolu. Wzrost najbardziej opornych szczepéw M. pachydermatis przy zastosowaniu
kombinacji obu czynnikéw catkowicie hamowaty stezenia o 4 rzedy wielkosSci nizsze niz
substancje dziafajace osobno.

Bardziej oporne na dziatanie oksytiaminy byty S. cerevisiae (MFC = 20000 pg/ml, Glsg
= 14600 pg/ml). Oksytiamina powodowata u nich aktywacje dekarboksylazy pirogronianowe;j
wywotang wzrostem ekspresji genu kodujgcego to biatko. Catkowita zawartos$¢ lipidow
pozostata bez zmian, chociaz wzrosta zawartos¢ wielonienasyconych kwasow ttuszczowych,
kosztem kwasow jednonienasyconych.

Najbardziej oporne na oksytiamine wsrod drozdzakow byta C. albicans, ktéra
charakteryzowata sie Glsp = 16000 pg/ml, a warto$¢ MIC i MFC dla oksytiaminy przekraczata
40000 pg/ml. Na obecnos¢ oksytiaminy w pozywce reagowata wzrostem aktywnosci liazy
izocytrynianowej oraz dehydrogenazy jabtczanowej, bez zmiany aktywnosci dekarboksylazy
pirogronianowej. Tylko w tym przypadku udziat difosforanu tiaminy w ogdlnej puli
pochodnych tiaminy obnizyt sie nieznacznie. Nie odnotowano zmian w catkowitej zawartosci
lipidow, chociaz wzrosta proporcja jednonienasyconych kwaséw ttuszczowych kosztem
kwasow nasyconych i wielonienasyconych.

Wsréd modelu komorek nowotworowych najbardziej oporng na dziatanie
oksytiaminy byfa linia MDA-MB-231 (Glsg = 210 pg/ml) w poréwnaniu z Hela-C (Glsg = 35
pg/ml) i MCF-7 (Glsp = 41 pug/ml). Oksytiamina nie powodowata w komdrkach MDA-MB-231
spadku aktywnosci dehydrogenazy jabtczanowej i mleczanowej. Wzrosta natomiast ogdlina
zawartosc lipidow, a ich profil zmienit sie na korzy$¢ estrow cholesterolu i triacylogliceroli.
Najbardziej wrazliwe komérki Hela-C, jako jedyne zareagowaty na oksytiamine spadkiem

aktywnosci zarowno dehydrogenazy mleczanowej jak i jabtczanowej oraz najwiekszym



UNIWERSYTET MEDYCZNY W BIALYMSTOKU
Wydziat Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
Samodzielna Pracownia Analizy Lekéw
15-222 Bialystok, ul. Adama Mickiewicza 2d
Tel: (85)7485735

spadkiem udziatu difosforanu tiaminy w ogdlnej puli pochodnych witaminy B;. Natomiast
0golna zawartos¢ lipidéw nie ulegta zmianie.

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie wskazujg, ze oksytiamina wykazuje
wtasnosci cytotoksyczne w obu badanych modelach. Jednak wiekszg oporno$¢ na dziatanie
tej antywitaminy wykazujg komorki zdolne do zachowania co najmniej niezmienionego
poziomu syntezy lipidow, nawet jesli zachwiane zostajg proporcje pomiedzy poszczegdlnymi
kwasami tfuszczowymi. Opornos¢ komodrek na oksytiamine zalezy takie od cech
metabolizmu. Bardziej wrazliwe sg komorki grzybowe preferujgce metabolizm tlenowy i
niezdolne do fermentacji, co jest szczegdlnie widoczne wsrod poszczegdlnych gatunkéow w
modelu komorek grzybowych. Podwyziszona opornos¢ na oksytiamine u grzybow w
poréwnaniu z komoérkami nowotworowymi warunkowana jest takze aktywacjg cyklu
glioksalanowego, omijajgcego hamowane oksytiaming enzymy cyklu Krebsa.

Wyniki przeprowadzonych przez Doktorantke badan zostaty przedstawione w postaci
19 rycin i 13 tabel. Stanowig one obszerng ilustracje ztozonej pracy Doktorantki. Na ich
podstawie Mgr Siemieniuk sformufowata 6 wnioskéw, odzwierciedlajgcych najistotniejsze
elementy poznawcze rozprawy.

Wyniki zawarte w niniejszej rozprawie oprocz znaczenia poznawczego majg takze
aspekt praktyczny. Wskazujg, na potencjalne zastosowywanie oksytiaminy jako substancji o
dziataniu grzybobdjczym na $rodowiskowe szczepy Malassezja pachydermatis. W aspekcie
narastajgcej opornosci grzybow na istniejagce leki grzybobdjcze jest to bardzo cenna
obserwacja. Szczegolne nadzieje mozna wigza¢ z wykorzystaniem tej antywitaminy jako
czynnika wspomagajacego dotychczas stosowane substancje lecznicze. Autorka rozprawy
wskazuje takze na potencjalne zastosowanie oksytiaminy jako leku przeciwnowotworowego.
Jednakze, co bardzo cenne nie podchodzi bezkrytycznie do tego aspektu dziatania badanej
antywitaminy. Wskazuje bowiem, na mozliwos$¢ wystapienia powaznych skutkéw ubocznych
i sugeruje konieczno$¢ opracowania metod ukierunkowanej terapii, pozwalajgcej na
dostarczenie substancji czynnej do nowotworu z pominieciem prawidtowych komoérek

organizmu.
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Wysoko oceniam umiejetnosci warsztatowe Doktorantki, zdolno$¢ rozwigzywania
problemoéw badawczych, korzystania z literatury stanowigcej przedmiot pracy oraz
interpretacji wynikow. Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Magdaleny Siemieniuk jest
pracg wartosciowa, starannie przygotowang warsztatowo i wnosi nowe elementy poznawcze
w dziedzinie badan nad mechanizmem dziatania oraz zastosowaniem antywitamin witaminy
B;. Potwierdzeniem wysokiej wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej jest
opublikowanie wynikéw badan w postaci trzech prac oryginalnych w czasopismach z listy
filadelfijskiej, w ktorych Doktorantka jest pierwszym lub drugim autorem.

Lektura niniejszej pracy doktorskiej nasuwa nastepujgce uwagi:

1. Niektore sformutowania uzyte w pracy jak na przyktad ,rozpipetowatam” (strona 54),
,koncentracje oczyszczonego RNA” (strona 66), ,,worteksowatam” (strona 77) wymagajg
doprecyzowania.

2. W celu okreslenia mechanizmu zmian w aktywnosci badanych enzyméw nalezatoby
rozwazyc¢ oznaczenie ich ekspresji metodg Western-immunoblot.

Podsumowujgc chciatbym podkreslic, ze powyisze uwagi dotyczg gtdwnie zagadnien

interpretacyjnych i nie obnizajg wartosci poznawczej wykonanej pracy.

Mgr Magdalena Siemieniuk zrealizowata zatozone cele badawcze, a przedstawiona mi
do oceny praca odpowiada warunkom stawianym na stopien doktora. Upowaznia mnie to do
wystgpienia z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu Biologiczno-Chemicznego Uniwersytetu
w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Magdaleny Siemieniuk do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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Dr hab. Wojciech Miltyk
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