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Gdahsk,29 kwietnia 2024 r

Procesy starzenia sig s4 tak powszechne w naturze jak teL malo dotychczas

nozumiane w aspekcie ich mechanizm6w biologicznycb. Z drugiej strony, budzq

ogromne zainteresowanie gl6wnie od strony przeciwdzialania im czy cho6by

ograniczania ich postgpu. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, zloilona

w postaci tradycyjnego manuskryptu (dysertacji), dotyczy tego wlaSnie zagadnienia,

a mianowicie zbadania wla6ciwoSci przeciwstarzeniowych syntetycznego zwi4zku

chemicznego, 4-N-furfurylocylozyny. W badaniach u21'to trzech modeli

biologicznych - hodowli kom6rek ludzkich, droid?y piekarskich oraz myszy. Wyb6r

tych modeli nale|y uzna1 za trafny, gdyz s4 one z jednej strony zr62nicowane, co

pozwalalo zbada( r62ne aspekty testowanego zjawiska, a z drugiej strony s4

powszechnie uznane w tego typu pracach badawczych.

W swoj ej Pracy Pan mgr Pawel Pawelczak zastosowal cal4 gamg metod,

pozwalaj4cych mu na okreSlenie wielu r62nych parametr6w biologicmych mog4cych

wskazywa6 na intensywnoSi proces6w starzenia sig oraz na efektywnoi;( dzialania

przeciwstarzeniowego badanego zwiqzku. WigkszoS6 technik Doktorant zastosowal

poprawnie, co pozwolilo mu na wyciqgnigcie wniosk6w dotyczqcych efektywnoSci

4-l/-furfurylocytozyny jako czqsteczki o wlaSciwo6ciach przeciwstarzeniowych.
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Najwa:2niej sze osi4gnigcia recenzowanej pracy doktorskiej mo2na stre6ci6

nastgpujqco. Pan mgr Pawel Pawelczakwykazal,2e dodana po poZywki w hodowli

ludzkich fibroblast6w 4-N-furfurylocytozyna wykazuje wla6ciwoSci senomorficzne,

ograniczaj4c starzenie kom6rkowe. Zwiqzek ten wywoluje obniZenie poziomu

uszkodzeri DNA oraz stresu oksydacyjnego, powoduje natomiast aktywacjg

proteasomu. Ponadto Doktorant stwierdzil, ze 4-N-furfurylocytozyna ogranicza

poziom oddychania kom6rkowego, najprawdopodobniej poprzez obniZenie liczby
mitochondri6w o zdepolaryzowanej blonie mitochondrialnej. Co ciekawe, nie

koreluje to ze zmniejszonq 2ywotno3ciq kom6rek ani obniZonym poziomem ATP. W
przypadku modelu jednokom6rkowego organizmu eukariotycznego, Pan mgr Pawel

Pawelczak odkryl, ze 4-)f-furfurylocytozpa wydluza chronologicm4 dtugoS6 zycia

droZt2y. Bylo to skorelowane z ograniczeniem aktywnoSci szlaku TORCI/Sch9, co

mo2e skutkowa6 aktywacj4 metabolizmu mitochondrialnego. Badajqc dzialanie 4-N-

furfurylocy'tozyny z uLyciem modelu mysiego, Doktorant wykazal, 2e zwiyek ten

nie jest toksyczny dla zwierz1t (przynajmniej w zakresie stosowanych stgiei) oraz

pokonuje barierg krew-m6zg. Doustne podanie 4-N-furfurylocytozyny skutkowalo

zmniejszeniem poziom6w marker6w oksydacyjnych uszkodzeri DNA, lipid6w i
bialek w tkankach mysich. Obserwowana byla w tych warunkach op6Zniona utrata

funkcji lokomotorycznych u starszych myszy. Ponadto Doktorant obserwowal

zwigkszony stosunek masy migSniowej do calkowitej masy ciala u myszy, kt6ryrm

podawano 4-N-furfurylocytozyng.
Bior4c pod uwagg opisane powyzej w duZym skr6cie efekty

przeprowadzonych badan, Pan mgr Pawel Pawelczak wnioskuje, ze 4-N-

furfurylocytozyna moZe by6 potencjalnie efektywnym zwiqzkiem
przeciwstarzeniowym, zasluguj4cym na uwagg jako ewentualny lek lub substancja

spowalniajqca procesy starzenia. Na podstawie powyZszego, a tak2e og6lnie

poprawnie napisanego rozdzialu pt. ,,Wstgp", w kt6rym om6wione zostaly procesy

starzenia sig oraz stosowane w badaniach modele biologiczne, moZna jednoznacznie
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stwierdzi6, 2e Doktorant wykazal sig wiedzq teoretycmq w zakresie prowadzonych

badafi oraz rozwiqzal problem naukowy. Spelnil zatem wymagania merytoryczne
stawiane kandydatom do stopnia doktora.

Lektura tej bardzo ciekawej rozprawy doktorskiej nasungla mi szereg uwag
i pytaf, do kt6rych ustosunkowania sig zachgcam Doktoranta podczas publicmej
obrony tej rozprawy.

l. Jakie byty przeslanki do syntezy 4-1l-furfuryloc$ozyny i zbadania jej
wlaSciwoSci przeciwstarzeniowych? We rozprawie czytamy tylko gdzie

ten zwi1zek zostal zsyntetyzowany oraz 2e nie zostal wczeSniej zbadany

pod wzglgdem funkcji przeciwstarzeniowych. Tymczasem przeciei
zwiqzk6w chemicznych nie syntetyzuje sig bezcelowo a potem bada ich
aktywno3ci, tylko specyficzne pochodne danego zwiqzktt projektuje sig

nad podstawie r62nych przeslanek dotycz4cych ich spodziewanej

aktywnoSci. W rozprawie nie ma 2adnego opisu historii badan nad 4-N-

furfurylocytozynq ani informacji dlaczego akurat ten zwi4zek zostal

wybrany do badarl. Jest to w istocie najpowaLniejszy slaby punkt tej

pracy.

2. W pracy nie podjgto sig zbadania molekularnego mechanizmu dzialania
4-N-furfurylocytozyny ani okreSlenia co jest molekulamym celem

dzialania tej czqsteczki. OkreSlenie wpfywu badanego zwi4zku na r62ne

procesy kom6rkowe czy biochemiczne wskazuje na jego efekty

biologiczne, ale nie daje jednoznacznej odpowiedzi na pltanie o

molekularny mechanizm dzialania, ani o to z jakimi zwiqzkami
oddzialuje w kom6rkach. W tym Swietle, t1,rn bardziej &iwi brak

wskazania zaloileh,, na podstawie kt6rych wybrano 4-N-

furfurylocytozyng do badari. Czy spodziewano sig, 2e zwiqzek ten moze

oddzialywat z jakim6 konkretnym bialkiem kom6rkowym albo z

innymi biologicznie aktywnymi czqsteczkami obecnymi w kom6rkach?
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3. Nazwanie modelu ludzkich fibroblast6w ,,modelem kom6rkowym" w

tej pracy - a nawet w jej tyule - jest doS6 niefortunne, gdyL ptzecie|

model droZd2owy te2 jest modelem kom6rkowym' Mo2e byd to mylqce

dla czytelnik a. lJwtlam, Ze lepiej bylo zastosowa6 termin ,,model

ludzkich fibroblast6w" albo ,,model kom6rek ludzkich".

4. Na str. ll crytamy (cytat): ,,FC nie jest zwiqzkiem toksycznym (...)
jednak mitveuie cechy starzenia kom6rkowego" (podkreSlenie

recenzenta). Slowo ,,mityguje" jest zapewne w tym przypadku ,,kalk4
jgzykow q", czyli bezpoSrednim przeniesieniem z angielskiego mitiga te,

co oznacza ,,lagodzi6". Jednak jest to pewna ,,pulapka jgzykowa", gdyZ

w jgzyku polskim slowo ,,mitygowa6" oztrtacza (za Slownikiem Jgzyka

Polskiego PWN; https://sjp.pwn.pl/slowniki),,zwracai komu6 uwagg na

niestosowne zachowanie, hamowad czyjqS zapalczywoif'. Nie s4dzg

aby Doktorant twalal, 2e starzenie sig jest zachowaniem niestosownym,

a raczej chcial wskaza6 na lagodzenie cech starzenia kom6rkowego.

Lepiej bylo zalem ttyt tradycyjnego polskiego sformulowania.

5. Na str. 19 zamienione sq zflaczenia termin6w ,,fizja" i ,,fuzja" (to

pierwsze omacza podzial a drugie l4czenie siE, a nie odwrotnie, jak

podano w pracy).

6. W pracy wielokrotnie opisuje sig ,,fazE wzrostu logarytmicznego"

hodowli kom6rek. W rzeczywistoSci, je6li m6wimy o tego typu

wzroScie, gdy z jednej kom6rki powstajq w danym czasie dwie po

podziale, z dw6ch - cztery (po uptywie takiego samego czasu), z

czterech - osiem, z o5miu - szesnaScie, itd., to jest to wzrost

wykladniczy, a nie logarytmiczny. Jest to co prawda czgsto spotykany

blqd, ale jednak bl4d matematyczny. Dla zobrazowania przedstawiam

poni2szq rycing, na kt6rej przedstawiono przebieg funkcji wykladniczej

(g6ma krzywa), liniowej (Srodkowa) i logarytmicznej (dolna):
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Wzrost hodowli kom6rek przy potencjalnie nieograniczonym dostgpie

do wszystkich niezbgdnych czynnik6w obrazuje g6ma krzywa (funkcja

wykladnicza) a nie dolna (funkcja logarltmiczna), zatem powinno sig

m6wi6 o ,,fazie wzrostu wykladniczego" a nie o ,,fazie wzrostu

logarytmicznego".

7. W rozdziale 4.1.4. Doktorant opisuje wyniki do6wiadczef, kt6re Jego

zdaniem wskazujq na stymulacjg procesu autofagii w obecno3ci 4-N-

furfurylocytozyny. Wyniki te nie s4 jednak tak jednomacme, jak
wynikaloby z opisu ich analizy. Po pierwsze, o stymulacji autofagii

Swiadczy raczej wzrost poziomu formy II bialka LC3 (czyli LC3-II), a

nie obu form (LC3-l i LC3-II); niekiedy wrgcz wskazane jest wzigcie

pod uwagg nie samej ilofui LC3-II, a stosunku poziomu LC3-II do

poziomu LC3-I i dopiero podwy2szenie wartodci tego stosunku mo2na

uznat za wskaznik stymulacji autofagii. Ponadto, wzrost poziomu

bialka p62 (co zaobserwowal Doktorant w przypadku uZycia 4-N-

furfurylocytozyny) Swiadczy o zahamowaniu autofagii, a nie o jej

stymulacji. Bialko p62 rozpoznaje bowiem substraty autofagii, kt6re s4
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nastgpnie degradowane, dlatego jego akumulacja Swiadczy zazwyczaj o

obni2onej efektywno6ci tego procesu. Proszg zatem Doktoranta o

ustosunkowanie sig do tego problemu.

8. Nieco szkoda, 2e opisujqc araliza proteomiczne (rozdzial 4.1.5.)

Doktorant nie przedstawil przyklad6w konkretnych bialek

rybosomalnych czy ruti4zanych z funkcjami spliceosomu, kt6rych

poziomy sq istotnie zmienione pod wptywam 4-N-furfurylocytozyny.
9. Co Doktorant mial na mySli pisz1c, 2e 4-N-furfurylocytozyna moie

,delikatnie zwigkszal" tempo wzrosfi droid|y (str. 84)? W opisie

wynik6w badari naukowych powinno u|ywa( sig precyzyjnego jgzyka.

Jednak w tym punkcie wa2niejszy jest inny aspekt. Mianowicie w
kolejnym zdanit czyltamy (cytat): ,,R62nice jednak nie sq istotne

statystycznie". Tak4 interpretacjg wynik6w, gdzie wskazuje sig na

zwigkszenie albo zmniejszenie warto6ci jakiegoS mierzonego parametru,

ale brak jest istotnych statystycmie r62ni6 pomigdzy por6wnywanymi

grupami, uwtlam za nieprawidlowq. Analiza statystycma ma bowiem

wskaza6, czy obserwowane r62nice w warto6ciach Srednich, medianach,

itd. mo2na tzna( za faktycznie istniejqce pomigdzy badanymi grupami

czy teL wynikajq one jedynie z przrypadkowej fluktuacji wynik6w i
r62nic wewnqtrzpopulacyjnych. Przy takim podejSciu, brak istotnych

statystycznie r62nic nalezy intepretowa6 jako nieodr62nialnoS6 jednej

grupy od drugiej pod wzglgdem badanego parametru, a istnienie

r62nych zmierzonych warto6ci naleZy przypisai przypadkowym

flukuacjom i zmienno5ci osobniczej wewnqtrz badanych grup.

10. Na Rysunku 23A (str. 85) nie zazrraczono r62nic istotnych

statystycznie, mimo 2e opisane sq one w tekScie (str. 84); natomiast na

Rysunku 23B brak jest r6znic istotnych statystycznie.

-
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ll. Tabela 3 (str. 86) jest nieprawidlowo skonstruowana. Wsp6lny tytul
czterech kolumn (od kolumny 2 do kolumny 5) powinien brzmie6

,,Sredni odsetek (%o+SD) kom6rek Zywych", a nie ,,FC [mM]",
natomiast pod tym og6lnym lrtulem powinien by6 umieszczony
podtyul dla kazdej kolumny (od 2 do 5), brzmi4cy odpowiednio: ,,0

mM FC", ,,0,25 mM FC", ,,0,5 mM FC", ,,1,0 mM FC". W przeciwnym

razie, przy obecnym ksztalcie tabeli, formalnie naleZaloby odczytal,2e
warto6ci stg2enia FC w poszczeg6lnych doSwiadczeniach wynosily
99,4+0,001 mM; 99,6+0,007 mM; 99,7+0,002 mM; itd., co jest

oczyrvi6cie nieprawd4.

12. W jaki spos6b okreSlano iloSciowo 2ywotno66 drozdzy w
do6wiadczeniach, kt6rych wyniki zaprezentowane s4 na Rysunku 28E

(str. 93X Czy poprzez okreSlanie liczby Zywych kom6rek tworzqcych

kolonie, czy w jaki6 inny spos6b? Czy r6imice uryskanych wartoSci

pomigdzy poszczeg6lnym wariantami doSwiadczenia byty istotne

statystycznie?

13. Dlaczego w do6wiadczeniach kontrolnych przeprowadzanych z

uZyciem modelu mysiego (rozdzial 4.3.) ui?ywano kinetyny? Sk4d

wyb6r tego a nie innego zwipku jako kontroli pozflywnej?
14. Analizilqc schemat doSwiadczenia przedstawiony na Rysunku 30 (str.

96) nasuwa sig pytanie dlaczego nie por6wnano Sredniej dlugo6ci Zycia

myszy, kt6rym podawano 4-N-furfurylocytozyng oraz myszy

kontrolnych? Takie doSwiadczenie mogloby w prosty spos6b wskaza6

na potencjal przeciwstarzeniowy badanego zwi4zkt na poziomie

organizmu ssaka.

15. Na Rysunku 32 (str. 97) przedstawione s4 wyniki wskazujqce na

przekraczanie bariery krwio-m6zgowej przez 4-1l-furfurylocytozyng. Sq

--Katedra Biologii Molskularnoi
liJydzial Biologii
uniwersytet Gdafski

tel. (58) 523 6024

fax. (58) 523 5501

e-mail: grzegorz.wegrzyn@ug.edu.pl

7

ul. Wita Stwosza 59

80-308 Gdaisk
www.biology.ug.edu.pl .H**

ufirwERsYTficD rGm

Zwiqzek
Uczelni
Fahrenheita



@

tojednak wyniki jakoSciowe. Ciekawym byloby zbadanie efektywnoSci

przel,.raczania tej bariery przez badany zwi1zek.

16.Na str. 102 czytamy (cytat): ,,w por6wnaniu do grypy zwierzqt".

Rozumiem, 2e Doktorantowi chodzilo o grupg zwietzqt, gdyZ ani wirus

grypy ani tez sama choroba nie byty w tej pracy badane.

17. W spisie literatury (rozdzial 7 - Bibliografia), w przypadku licznych

prac brak jest pelnych danych bibliograficmych. NajczgSciej braki te

dotyczq nie podania stron na jakich zamies zczony zostal artykul w

danym woluminie czasopisma albo nie podania numeru artykutu;

dotyczy to nastgpujqcych dwudziestu siedmiu pozycji: 11,25,30,33,
63, 7 3, 7 4, 7 8, 82, 97, | 14, l2l, 123, 127, 128, l3l, 17 4, 17 9, 197, 222,

226,236,254,255,251,274,275. Ponadto w przypadku pozycji 81 nie

podano ani nazwisk autor6w, ani nazwy czasopisma, ani roku wydania

pracy, ani numeru woluminu, ani stron b4dZ numeru artykulu; zaS w
przypadku pozycji 259 blgdnie podano,2e cytowany artykul ukazal sig

na stronach 1-11 woluminu 4 czasopisma NPJ Aging and Mechanisms

of Disease, gdy tymczasem artykul ten ma nr 3 w tym woluminie
(czasopismo to nie stosuje numeracji stron, na kt6rych artykuly s4 w

nim publikowane, tylko numeracjg artykul6w).

Jak wida6 z powylszego, moje uwagi s4 liczne, jednak nie podwazajq

faktu, 2e Pan magister Pawel Pawelczak opanowal wiedzg teoretyczn4 z zakresu

mechanizm6w starzenia sig organizm6w oraz metod ich badania i poszukiwania

potencjalnych lek6w przeciwstarzeniowych, a takhe potrafil zaplanowa6 badania,

wykona6 doSwiadczenia i zaralizowa( ich wyniki, co doprowadzilo do rozwiqzatia
problemu naukowego w postaci wykazania, ze 4-ll-furfurylocytozyna ma potencjalne

wla6ciwo5ci przeciwstarzeniowe, wptywaj4c na szereg proces6w kom6rkowych i

moduluj qc fizjologig i zachowanie zwierzqt do6wiadczalnych. Doktorant przedstawil

r6wnie2 rozprawg, w kt6rej opisal uzyskan e przez siebie wyniki i wysnul wnioski.

-
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W podsumowaniu stwierdzam, 2e przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska spelnia warunki okre6lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o

szkolnictwie wyLszym i nauce (Dz. U. 22018 r., poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzaj4ce ustawg - Prawo o szkolnictwie wyLsrym i
nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669 ze nn.) oraz Sposobie postgpowania w sprawie

nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej IChB PAN nr 5612023 z dnia 29 marca 2023

r.) i wnioskujg do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej

Akademii Nauk o dopuszczenie Pana magistra Pawla Pawelczaka do dalszych

etap6w postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauki Scisle i
przyrodnicze, w dyscyplinie nauki biologiczne.

p,l,f. dt hab, Grzegon WQgtzW
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