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RECENZJA

Pracy doktorskiej Pana mgr Pawla Pawelczaka pt.: ,,WlasciwoSci przeciwstarzeniowe
4-N-furfurylocytozyny w modelach komorkowym, drozdzowym i mysim” wykonanej pod
kierunkiem prof. dr hab. Elizy Wyszko i promotora pomocniczego dr Agnieszki Fedoruk-

Wyszomirskiej w Pracowni Analiz Struktur Subkomoérkowych
Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.

Tematyka, ktora zostala podjeta w rozprawie doktorskiej Pana mgr Pawta Pawelczaka
dotyczy coraz bardziej aktualnych zagadnien poszukiwania nowych strategii terapeutycznych,
ktére moga zosta¢ uzyte w przeciwdzialaniu starzeniu si¢ organizmu cztowieka i choréb bedacych
konsekwencja tego procesu. Z uwagi na fakt, ze starzenie si¢ spoteczenstwa i wynikajaca z tego
faktu zapadalno$¢ na choroby zwigzane z tym procesem jest jednym z glownych wyzwan
zdrowotnych w krajach wysoko rozwinietych, podjety przez Doktoranta temat wydaje si¢ by¢
szczegllnie aktualny i istotny. W laboratoriach na catym $wiecie poszukiwane sg aktywne
czasteczki umozliwiajace powstrzymanie efektdow procesu starzenia przy minimalnych i
akceptowalnych dla pacjenta efektach ubocznych. Obecnie najwicksze nadzieje budza strategie
zaprojektowane tak, aby chroni¢ komorki przed szkodliwym dzialaniem reaktywnych form tlenu
ale takze selektywnie wspiera¢ kluczowe dla utrzymania prawidtowego funkcjonowania komorek
szlaki przekazywania sygnatéw i/lub szlaki metaboliczne. Takie strategie, wydaja si¢ by¢
szczegolnie interesujace 1 cenne nie tylko z punktu widzenia ich zastosowania w prewencji choréb
zwigzanych z zaawansowanym wiekiem ale, sg one rowniez interesujace z punktu widzenia badan
podstawowych zmierzajacych do jeszcze lepszego poznania biologii starzenia si¢ na poziomie
komorek, tkanek czy catego organizmu. W swoich poszukiwaniach Doktorant przyjrzat si¢
mechanizmowi dziatania 4-N-furfurylocytozyny (FC), nowego zwigzku bedacego pochodng
cytozyny z podstawionym furfuralem w pozycji N4 wykorzystujac trzy powszechnie uznane
modele w badaniach nad starzeniem — prawidlowe ludzkie fibroblasty, prosty organizm
jednokomoérkowy jakim sg drozdze Saccharomyces cerevisiae jak réwniez duzo bardziej ztozony

model ssaczy czyli model myszy Mus musculus.



Dysertacja ma typowy uklad, rozpoczyna si¢ od spisu tresci, wstepu, 1 celu pracy prowadzi
czytelnika poprzez opis uzytych materialdéw oraz aparatury jak réwniez zastosowanych metod,
omowienie wynikow, dyskusje, podsumowanie, wykaz rycin oraz bibliografi¢. Streszczenie oraz

wykaz skrotow sg umieszczone na poczatku pracy.

Wstep

W obszernym wstepie Autor przybliza czytelnikowi wigkszos¢ kwestii niezbednych do
zrozumienia poruszanych w pracy zagadnien. Rozdziat ten rozpoczyna si¢ od wprowadzenia do
tematyki starzenia komorek, w ktorym Autor szczegétowo omawia podstawowe prawa i czynniki
wplywajaca na przebieg tego procesu. Podrozdzialy dotyczace cech starzenia sa poswigcone
cechom pierwotnym, antagonistycznym i interaktywnym, i umozliwiaja pelniejsze zrozumienie
ztozonosci procesu starzenia. Autor wyjasnia rowniez rdznice mi¢dzy starzeniem replikacyjnym a
przyspieszonym, a takze przedstawia fizjologiczne aspekty starzenia komodrkowego. Ponadto,
Autor przybliza czytelnikowi wptyw stresu oksydacyjnego na proces starzenia, co jest kluczowym
aspektem w kontek$cie badan nad potencjalnymi geroprotektorami. Szczegolnie interesujacy
wydaje si¢ rozdzial wstepu poswigcony modelom badawczym, ktory przedstawia modele
wykorzystywane do badania starzenia. Autor opisuje linie komorkowe, drozdze oraz myszy jako
modele badawcze, przedstawiajac ich zalety i ograniczenia. Rownie interesujacy jest rozdziat
dotyczacy geroprotektorow, w tym senomorfikow i senolitykow. Autor przedstawia mozliwosci
interwencji, ktére moga spowolni¢ proces starzenia, szczegdélowo omawiajgc mechanizmy
dziatania tych zwiazkow oraz ich potencjalne zastosowania. Wstep konczy si¢ przedstawieniem
4-N-furfurylocytozyny sprowadzajacym si¢ jednak jedynie do prezentacji jej wzoru i informacji ze
po raz pierwszy zwiazek ten zostat zsyntezowany w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu. Tak lakoniczne przedstawienie zwigzku bedacego przedmiotem
rozprawy doktorskiej mogtoby budzi¢ zawdd jednak jak dotad, poza publikacja dotyczaca
aktywnosci FC w modelu drozdzowym przygotowang przez Autora tej pracy wraz z zespotem oraz
jeszcze jednej starszej pracy rowniez pochodzacej z IChB PAN w Pubmed nie mozna znalez¢é
zadnej innej pracy na temat aktywnos$ci biologicznej 4-N-furfurylocytozyny co §wiadczy, ze jest
to temat nowy, a przez to niezwykle ekscytujacy bioragc pod uwage wyniki zaprezentowane w
niniejszej pracy. Wszystkie informacje przedstawione we wstepie stanowig doskonaty podstawe
teoretyczng do zrozumienia wyboru zastosowanych technik eksperymentalnych, metodyki jak i
interpretacji wynikéw prowadzonych przez niego badan. Podsumowujac te cze$¢ rozprawy

doktorskiej, mozna bez wahania stwierdzi¢, ze rozdziat jg otwierajacy bardzo dobrze spetnia swoje



zadanie wprowadzenia do podejmowanych w niej probleméw badawczych. Informacje zawarte w

tym rozdziale, co nalezy podkresli¢, sa poparte odpowiednio dobranym pis$miennictwem.

Cel pracy
Ten rozdziat przedstawia zadania badawcze, ktore zostaty zaplanowane do wykonania w kazdym
z trzech modeli eksperymentalnych w celu poznania wilasciwosci przeciwstarzeniowych 4-N-

furfurylocytozyny.

Metodyka

Metodyka badan jest bardzo dobrze opisana i z pewno$cig moze by¢ pomocna dla kazdego, kto
chciatby przeprowadzi¢ podobne doswiadczenia poniewaz w wigkszosci przypadkéw podane sg
niemal wszystkie niezbedne detale metodyczne. Na uwage zastuguje szeroki wachlarz
nowoczesnych metod wymagajacych nie tylko zastosowania zaawansowanej technologicznie
aparatury ale takze umiejetnosci jej obstugi i interpretacji wynikow. Autor kolejno opisuje
procedury zwigzane z eksperymentami z 4-N-furfurylocytozyng na modelach komorkowych,
drozdzowych oraz mysich. Metody obejmuja m.in. test MTT, oznaczanie aktywno$ci beta-
galaktozydazy, analizy = immunofluorescencyjne, analizy stresu  oksydacyjnego i
mitochondrialnego, techniki analityczne takie jak HPLC i PCR w czasie rzeczywistym Western
blot, analizy proteomiczne jak réwniez testy w modelu mysim w tym testy behawioralne. Cato$¢

zamyka opis zastosowanych metod statystycznych.

Wyniki

Wyniki pracy sa prezentowane w trzech gtoéwnych sekcjach obejmujacych model komoérkowy,
model drozdzowy i model mysi. W kazdej z tych sekcji autor przedstawia wplyw 4-N-
furfurylocytozyny na ré6zne markery procesu starzenia, opisujace funkcjonowanie mitochondriow,
rownowage redox oraz ekspresje¢ zwigzanych z nig gendw. Wyniki sg przedstawione w sposob
klarowny 1 logiczny, z odpowiednim wsparciem w postaci tabel, wykresow 1 zdjec
mikroskopowych, zestawione w bloki prezentujace wykresy, histogramy i zdjecia pozwalajace
jednym spojrzeniem zaznajomi¢ si¢ z calym zestawem danych uzyskanych przy uzyciu
komplementarnych technik pozwalajacych spojrze¢ na ten sam aspekt z 2 punktéw widzenia jak
np. cytometria przeptywowa i mikroskopia fluorescencyjna. Wyniki sg opatrzone komentarzami

Autora przyblizajacymi czytelnikowi informacje niezbedne do interpretacji prezentowanych



wynikow Cato$ci pozytywnego wrazenia dopelnia skrupulatna prezentacja istotnosci

statystycznych obliczonych dla wynikow prowadzonych eksperymentow.

Dyskusja

Dyskusja wynikow jest wszechstronna i dobrze odnosi si¢ do celéw pracy. Autor bardzo sprawnie
porusza si¢ w gaszczu uzyskanych przez siebie wynikéw, poddajac je wnikliwej analizie i
konfrontacji z dostepnymi danymi literaturowymi. Dyskusja, podobnie jak poprzednie rozdziaty,
jest podporzadkowana podzialowi na modele komorkowy, drozdzowy i mysi. Jest dobrze
zorganizowana i kompleksowa, co dostarcza dowodu na doskonata znajomos¢ tematu przez Autora
tej pracy. Z uznaniem nalezy réwniez wypowiedzie¢ si¢ o sposobie, w jaki Autor nie tylko wyjas$nia
wplyw 4-N-furfurylocytozyny na opdznianie efektow starzenia w kazdym z zastosowanych
modeli, ale zamienia dyskusj¢ w ciag przyczynowo skutkowy, uzasadniajagc swoje decyzje
dotyczace doboru markerdw procesu starzenia, ktore oznaczal, oraz metod badawczych, ktérych
zamierzat w tym celu uzy¢, co jest kluczowe dla zrozumienia wynikéw zaprezentowanych przez

niego badan.

Podsumowanie

W czgéci zatytutowanej ,,Podsumowanie” czytelnik moze znalez¢ szereg wnioskéw ujmujacych w
jedna catos¢ i podkreslajacych najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy, ktéra co warto jeszcze raz
podkresli¢, stanowi pierwszy tak obszerny opis aktywnosci biologicznej 4-N-furfurylocytozyny ze
szczegblnym naciskiem na jej wlasciwosci przeciwstarzeniowe prezentujac obiecujace efekty w
kazdym z trzech zastosowanych modeli badawczych. Wyniki badan wykazaly, ze FC wydtuza
dlugo$¢ zycia drozdzy poprzez ograniczenie aktywnosci szlaku TORC1/Sch9, co skutkuje
aktywacjag metabolizmu mitochondrialnego. Wykazano réwniez wihasciwosci senomorficzne,
ograniczajac rozwdj starzenia komorkowego w modelu 2D poprzez redukcj¢ poziomu uszkodzen
DNA, stresu oksydacyjnego i aktywacj¢ proteasomu. Autor wykazat rowniez, ze zwigzek nie jest
toksyczny dla zwierzat, pokonuje barier¢ krew-moézg, ogranicza poziom markerow oksydacyjnych
uszkodzen DNA, lipidow 1 biatek we wszystkich analizowanych tkankach myszy, opo6znia
zwigzang z wiekiem utrate funkcji lokomotorycznych starych myszy oraz zwigksza stosunek masy
mig¢s$niowej do catkowitej masy ciala, co sugeruje rowniez wptyw tego zwigzku na spowolnienie
rozwoju sarkopenii. Mimo wspolnego efektu dziatania zwigzku we wszystkich trzech modelach
wskazujace na skuteczno$¢ FC w opoOznianiu procesu starzenia Autor, zaobserwowal rowniez
roznice w dziataniu FC takie jak zwigkszenie poziomu oddychania u drozdzy i zmniejszenie w

przypadku modelu fibroblastéw hodowanych w modelu 2D.
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PiSmiennictwo, streszczenia
Prace¢ zamyka lista piSmiennictwa zawierajaca 284 pozycje. PiSmiennictwo jest bardzo dobrze
dobrane, aktualne, w catosci anglojezyczne i prawidtowo uporzadkowane. Praca zawiera tez

streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Aspekty edytorskie i formalne
Pod tym wzgledem praca przygotowana jest perfekcyjnie, ryciny w sekcji wynikow sg
przygotowane bardzo starannie, dobre wrazenie robig tez, szkoda ze tak nieliczne, ryciny we
wstepie. W tekscie trudno jest doszukaé literowek, natomiast mozna wskaza¢ na pewnie
niedociagnigcia natury stylistycznej czy kalki z jezyka angielskiego w ktore obfituje zwlaszcza
wstep jak na przyktad kilkukrotnie uzyte okreslenie ,,areszt cyklu komorkowego™ (str. 18), czy
raczej niefortunne zdanie ze strony 19 ,,Deregulacji ulega rowniez dynamika mitochondriow,
kontrolowana przez procesy fizji (faczenia) i fuzji (podziatlow)” czy tez zdanie: ,,asymetryczny
podziat komoérki pozwalajacy zachowac¢ komorki potomne od uszkodzen przodkow™ (str. 29)
Raczej chyba tez nie mozna zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem ze geroprotektory to ,,dziatania” (str 32).
Resweratrol nie jest flawonoidem jak to wspomniano dwukrotnie na stronie 33. Ponadto tak jak
wspomniano powyzej metodyka jak i opis wynikéw sg bardzo dobrze opisane natomiast zdarzaja
si¢ pojedyncze sytuacje ktore moga budzi¢ o czytelnika niedosyt w kontek$cie eksperymentow
opisywanych przez Autora. Brakuje np. informacji co to znaczy ze komodrki HaCaT zostaty
unie$miertelnione w jaki sposob to uzyskano? Jak doktadnie dziataja sondy fluorescencyjne
CellROX, CellEvent i JC1 uzyte w eksperymentach? Autor wspomniat jedynie w jednym zdaniu
o mechanizmie dziatania sondy CellROX ,.emitujacej silng fluorescencj¢ na skutek utlenienia pod
wptywem RFT” w tym kontekscie rodzg si¢ jednak pytania: czy wszystkie RFT w jednakowym stopniu
reaguja z sondg CellROX? Na ile precyzyjnie sonda ta moze by¢ uzyta do ,,pomiaru poziomu

wewnatrzkomorkowych RFT”?.

Podsumowujac, uwazam, Ze przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi systemowe i
kompleksowe rozwigzanie postawionego przez Doktoranta problemu badawczego, swiadczac o
jego dojrzatosci naukowej. Pan mgr Pawel Pawelczak podjat si¢ analizy zagadnien o istotnym
znaczeniu zaroOwno dla terapii choréb zwigzanych z procesem starzenia, jak i dla rozwoju nauk
podstawowych. W pracy zastosowano szereg metod, ktore wymagaty zarowno zrozumienia zasad
ich dziatania, jak i umiejetnosci interpretacji danych oraz ich integracji w szerszy kontekst
problemu badawczego. Doktorant doskonale poradzit sobie z tym zadaniem, dostarczajac wnikliwe

analizy uzyskanych danych 1 umiej¢tnie wpisujgc je w kontekst istniejacej literatury naukowe;.
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Biorac pod uwage powyzsze argumenty, oceniam prace bardzo wysoko 1 wnosz¢ o jej wyrdznienie.
Wypetniajac wymog stawiany przed tego rodzaju recenzjami z pelnym przekonaniem stwierdzam,
ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie
z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia
doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB
PAN nr 56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) 1 wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pana mgr Pawla Pawelczaka do dalszych etapow

postgpowania o nadanie stopnia doktora.
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