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Pana magistra Pawla Pawelczaka
pt. ,, Wlasciwosci przeciwstarzeniowe 4-N-furfurylocytozyny w modelach
komorkowym, drozdzowym i mysim”

Procesy starzenia si¢ sg tak powszechne w naturze jak tez mato dotychczas
zrozumiane w aspekcie ich mechanizméw biologicznych. Z drugiej strony, budza
ogromne zainteresowanie glownie od strony przeciwdziatania im czy chocby
ograniczania ich postepu. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, ztozona
w postaci tradycyjnego manuskryptu (dysertacji), dotyczy tego wlasnie zagadnienia,
a mianowicie zbadania wiasciwosci przeciwstarzeniowych syntetycznego zwiazku
chemicznego, 4-N-furfurylocytozyny. W badaniach uzyto trzech modeli
biologicznych — hodowli komoérek ludzkich, drozdzy piekarskich oraz myszy. Wybor
tych modeli nalezy uznaé za trafny, gdyz sg one z jednej strony zréznicowane, co
pozwalato zbada¢ rozne aspekty testowanego zjawiska, a z drugiej strony sg
powszechnie uznane w tego typu pracach badawczych.

W swojej Pracy Pan mgr Pawel Pawelczak zastosowal cala game¢ metod,
pozwalajagcych mu na okreslenie wielu réznych parametrow biologicznych moggcych
wskazywaé na intensywnos$é procesOw starzenia si¢ oraz na efektywnos¢ dziatania
przeciwstarzeniowego badanego zwiazku. Wigkszos¢ technik Doktorant zastosowat
poprawnie, co pozwolito mu na wyciagniecie wnioskéw dotyczacych efektywnosci
4-N-furfurylocytozyny jako czasteczki o wlasciwosciach przeciwstarzeniowych.
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Najwazniejsze osiggniecia recenzowanej pracy doktorskiej mozna stresci¢
nastepujgco. Pan mgr Pawel Pawelczak wykazal, ze dodana po pozywki w hodowli
ludzkich fibroblastow 4-N-furfurylocytozyna wykazuje wilasciwosci senomorficzne,
ograniczajgc starzenie komorkowe. Zwigzek ten wywoluje obnizenie poziomu
uszkodzen DNA oraz stresu oksydacyjnego, powoduje natomiast aktywacje
proteasomu. Ponadto Doktorant stwierdzit, ze 4-N-furfurylocytozyna ogranicza
poziom oddychania komdrkowego, najprawdopodobniej poprzez obnizenie liczby
mitochondriow o zdepolaryzowanej blonie mitochondrialnej. Co ciekawe, nie
koreluje to ze zmniejszong zywotnoscig komoérek ani obnizonym poziomem ATP. W
przypadku modelu jednokomoérkowego organizmu eukariotycznego, Pan mgr Pawel
Pawelczak odkryl, ze 4-N-furfurylocytozyna wydtuza chronologiczna dlugos¢ zycia
drozdzy. Bylo to skorelowane z ograniczeniem aktywnosci szlaku TORC1/Sch9, co
moze skutkowa¢ aktywacja metabolizmu mitochondrialnego. Badajac dzialanie 4-N-
furfurylocytozyny z uzyciem modelu mysiego, Doktorant wykazal, ze zwiazek ten
nie jest toksyczny dla zwierzat (przynajmniej w zakresie stosowanych stezen) oraz
pokonuje bariere krew-mozg. Doustne podanie 4-N-furfurylocytozyny skutkowato
zmniejszeniem pozioméw markeréw oksydacyjnych uszkodzen DNA, lipidow i
biatek w tkankach mysich. Obserwowana byla w tych warunkach opdzniona utrata
funkcji lokomotorycznych u starszych myszy. Ponadto Doktorant obserwowat
zwiekszony stosunek masy migsniowej do calkowitej masy ciata u myszy, ktorym
podawano 4-N-furfurylocytozyne.

Biorac pod uwage opisane powyzej w duzym skrocie efekty
przeprowadzonych badan, Pan mgr Pawel Pawelczak wnioskuje, ze 4-N-
furfurylocytozyna moze by¢ potencjalnie efektywnym zwigzkiem
przeciwstarzeniowym, zastugujacym na uwage jako ewentualny lek lub substancja
spowalniajgca procesy starzenia. Na podstawie powyzszego, a takze ogolnie
poprawnie napisanego rozdziatu pt. ,,Wstep”, w ktorym omowione zostaty procesy
starzenia sie oraz stosowane w badaniach modele biologiczne, mozna jednoznacznie
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stwierdzi¢, ze Doktorant wykazat si¢ wiedzg teoretyczng w zakresie prowadzonych
badan oraz rozwiazal problem naukowy. Spelnit zatem wymagania merytoryczne
stawiane kandydatom do stopnia doktora.

Lektura tej bardzo ciekawej rozprawy doktorskiej nasuneta mi szereg uwag
i pytan, do ktérych ustosunkowania si¢ zachecam Doktoranta podczas publicznej
obrony tej rozprawy.

1. Jakie byly przestanki do syntezy 4-N-furfurylocytozyny i zbadania jej

wiasciwosci przeciwstarzeniowych? We rozprawie czytamy tylko gdzie
ten zwigzek zostal zsyntetyzowany oraz Ze nie zostal wczesniej zbadany
pod wzgledem funkcji przeciwstarzeniowych. Tymczasem przeciez
zwigzkow chemicznych nie syntetyzuje sie bezcelowo a potem bada ich
aktywnosci, tylko specyficzne pochodne danego zwigzku projektuje sie
nad podstawie roznych przestanek dotyczacych ich spodziewanej
aktywnosci. W rozprawie nie ma zadnego opisu historii badan nad 4-N-
furfurylocytozyna ani informacji dlaczego akurat ten zwiazek zostal
wybrany do badan. Jest to w istocie najpowazniejszy staby punkt tej
pracy.

W pracy nie podjeto si¢ zbadania molekularnego mechanizmu dziatania
4-N-furfurylocytozyny ani okreslenia co jest molekularnym celem
dziatania tej czasteczki. Okreslenie wptywu badanego zwigzku na roézne
procesy komoérkowe czy biochemiczne wskazuje na jego efekty
biologiczne, ale nie daje jednoznacznej odpowiedzi na pytanie o
molekularny mechanizm dziatania, ani o to z jakimi zwigzkami
oddziatuje w komorkach. W tym swietle, tym bardziej dziwi brak
wskazania zalozen, na podstawie ktorych wybrano 4-N-
furfurylocytozyne do badan. Czy spodziewano sig, ze zwigzek ten moze
oddziatlywa¢ z jakim$ konkretnym biatkiem komoérkowym albo z
innymi biologicznie aktywnymi czasteczkami obecnymi w komorkach?
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3. Nazwanie modelu ludzkich fibroblastow ,,modelem komérkowym™ w

tej pracy — a nawet w jej tytule — jest dos¢ niefortunne, gdyz przeciez
model drozdzowy tez jest modelem komérkowym. Moze by¢ to mylgce
dla czytelnika. Uwazam, ze lepiej bylo zastosowaé termin ,,model
ludzkich fibroblastow™ albo ,,model komorek ludzkich”.

Na str. 11 czytamy (cytat): ,,FC nie jest zwigzkiem toksycznym (...)
jednak mityguje cechy starzenia komorkowego” (podkreslenie
recenzenta). Stowo ,,mityguje” jest zapewne w tym przypadku ,kalkg
jezykows”, czyli bezposrednim przeniesieniem z angielskiego mitigate,
co oznacza ,agodzi¢”. Jednak jest to pewna ,,putapka jezykowa”, gdyz
w jezyku polskim stowo ,,mitygowac” oznacza (za Stownikiem Jezyka
Polskiego PWN; https://sjp.pwn.pl/slowniki) ,,zwraca¢ komus uwage na
niestosowne zachowanie, hamowa¢ czyjas zapalczywos¢”. Nie sadze
aby Doktorant uwazal, ze starzenie si¢ jest zachowaniem niestosownym,
a raczej chcial wskaza¢ na tagodzenie cech starzenia komorkowego.
Lepiej bylo zatem uzy¢ tradycyjnego polskiego sformutowania.

. Na str. 19 zamienione sg znaczenia terminow ,fizja” 1 ,fuzja” (to

pierwsze oznacza podzial a drugie laczenie sig¢, a nie odwrotnie, jak
podano w pracy).

W pracy wielokrotnie opisuje si¢ ,faze wzrostu logarytmicznego”
hodowli komoérek. W rzeczywistosci, jesli mowimy o tego typu
wzroscie, gdy z jednej komoérki powstaja w danym czasie dwie po
podziale, z dwoch - cztery (po uplywie takiego samego czasu), z
czterech — osiem, z o$miu — szesnascie, itd., to jest to wzrost
wykladniczy, a nie logarytmiczny. Jest to co prawda czgsto spotykany
blad, ale jednak blagd matematyczny. Dla zobrazowania przedstawiam
ponizszg rycing, na ktorej przedstawiono przebieg funkcji wykladnicze;j
(gbérna krzywa), liniowej (Srodkowa) i logarytmicznej (dolna):
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Wzrost hodowli komoérek przy potencjalnie nieograniczonym dostgpie
do wszystkich niezbednych czynnikéw obrazuje gorna krzywa (funkcja
wyktadnicza) a nie dolna (funkcja logarytmiczna), zatem powinno si¢
mowi¢ o ,fazie wzrostu wykladniczego” a nie o ,fazie wzrostu
logarytmicznego”.

W rozdziale 4.1.4. Doktorant opisuje wyniki doswiadczen, ktore Jego
zdaniem wskazujg na stymulacj¢ procesu autofagii w obecnosci 4-N-
furfurylocytozyny. Wyniki te nie sg jednak tak jednoznaczne, jak
wynikatoby z opisu ich analizy. Po pierwsze, o stymulacji autofagii
$wiadczy raczej wzrost poziomu formy II biatka LC3 (czyli LC3-1I), a
nie obu form (LC3-I i LC3-II); niekiedy wrecz wskazane jest wzigcie
pod uwage nie samej ilosci LC3-II, a stosunku poziomu LC3-II do
poziomu LC3-I i dopiero podwyzszenie wartosci tego stosunku mozna
uzna¢ za wskaznik stymulacji autofagii. Ponadto, wzrost poziomu
biatka p62 (co zaobserwowal Doktorant w przypadku uzycia 4-N-
furfurylocytozyny) swiadczy o zahamowaniu autofagii, a nie o jej
stymulacji. Biatko p62 rozpoznaje bowiem substraty autofagii, ktore sg
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nastepnie degradowane, dlatego jego akumulacja §wiadczy zazwyczaj o
obnizonej efektywnosci tego procesu. Prosze zatem Doktoranta o
ustosunkowanie si¢ do tego problemu.

8. Nieco szkoda, ze opisujac analizy proteomiczne (rozdziat 4.1.5.)

Doktorant nie przedstawit przykladow konkretnych  biatek
rybosomalnych czy zwigzanych z funkcjami spliceosomu, ktorych
poziomy sg istotnie zmienione pod wplywam 4-N-furfurylocytozyny.
Co Doktorant miatl na mysli piszac, ze 4-N-furfurylocytozyna moze
,delikatnie zwieksza¢” tempo wzrostu drozdzy (str. 84)? W opisie
wynikow badaf naukowych powinno uzywac si¢ precyzyjnego jezyka.
Jednak w tym punkcie wazniejszy jest inny aspekt. Mianowicie w
kolejnym zdaniu czytamy (cytat): ,Roéznice jednak nie sa istotne
statystycznie”. Taka interpretacje wynikow, gdzie wskazuje si¢ na
zwiekszenie albo zmniejszenie wartosci jakiegos mierzonego parametru,
ale brak jest istotnych statystycznie ro6zni¢ pomiedzy poréwnywanymi
grupami, uwazam za nieprawidlowa. Analiza statystyczna ma bowiem
wskazaé, czy obserwowane roznice w wartosciach srednich, medianach,
itd. mozna uzna¢ za faktycznie istniejgce pomiedzy badanymi grupami
czy tez wynikaja one jedynie z przypadkowej fluktuacji wynikow i
roznic wewngtrzpopulacyjnych. Przy takim podejsciu, brak istotnych
statystycznie roznic nalezy intepretowaé jako nieodrdznialnos¢ jednej
grupy od drugiej pod wzgledem badanego parametru, a istnienie
réznych zmierzonych wartosci nalezy przypisa¢ przypadkowym
fluktuacjom i zmiennosci osobniczej wewnatrz badanych grup.

10. Na Rysunku 23A (str. 85) nie zaznaczono rodznic istotnych

statystycznie, mimo ze opisane sg one w tekscie (str. 84); natomiast na
Rysunku 23B brak jest roznic istotnych statystycznie.
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11. Tabela 3 (str. 86) jest nieprawidtowo skonstruowana. Wspdlny tytut

czterech kolumn (od kolumny 2 do kolumny 5) powinien brzmiec
,Sredni odsetek (%+SD) komorek zywych”, a nie ,FC [mM]”,
natomiast pod tym ogoélnym tytulem powinien by¢ umieszczony
podtytul dla kazdej kolumny (od 2 do 5), brzmiacy odpowiednio: ,,0
mM FC”, ,,0,25 mM FC”, ,,0,5 mM FC”, ,,1,0 mM FC”. W przeciwnym
razie, przy obecnym ksztalcie tabeli, formalnie nalezatoby odczytaé, ze
wartosci stezenia FC w poszczegdlnych doswiadczeniach wynosily
99,4+0,001 mM; 99,6+0,007 mM; 99,7+0,002 mM; itd.,, co jest
oczywiscie nieprawda.

12.W jaki sposob okreslano ilosciowo zywotnos¢ drozdzy w

doswiadczeniach, ktorych wyniki zaprezentowane sg na Rysunku 28E
(str. 93)? Czy poprzez okreslanie liczby zywych komorek tworzacych
kolonie, czy w jaki$§ inny sposéb? Czy rdznice uzyskanych wartosci
pomiedzy poszczegdlnym wariantami doswiadczenia byly istotne
statystycznie?

13. Dlaczego w doswiadczeniach kontrolnych przeprowadzanych z

uzyciem modelu mysiego (rozdzial 4.3.) uzywano kinetyny? Skad
wybor tego a nie innego zwigzku jako kontroli pozytywnej?

14. Analizujac schemat doswiadczenia przedstawiony na Rysunku 30 (str.

96) nasuwa si¢ pytanie dlaczego nie poréwnano $redniej dlugosci zycia
myszy, ktorym podawano 4-N-furfurylocytozyng oraz myszy
kontrolnych? Takie doswiadczenie mogloby w prosty sposéb wskazad
na potencjal przeciwstarzeniowy badanego zwigzku na poziomie
organizmu ssaka.

15. Na Rysunku 32 (str. 97) przedstawione sa wyniki wskazujace na

przekraczanie bariery krwio-mozgowej przez 4-N-furfurylocytozyneg. Sa
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to jednak wyniki jakosciowe. Ciekawym bytoby zbadanie efektywnosci
przekraczania tej bariery przez badany zwigzek.

16. Na str. 102 czytamy (cytat): ,,w poroéwnaniu do grypy zwierzat”.
Rozumiem, ze Doktorantowi chodzito o grupe zwierzat, gdyz ani wirus
grypy ani tez sama choroba nie byly w tej pracy badane.

17. W spisie literatury (rozdzial 7 — Bibliografia), w przypadku licznych
prac brak jest pelnych danych bibliograficznych. Najczgsciej braki te
dotycza nie podania stron na jakich zamieszczony zostal artykul w
danym woluminie czasopisma albo nie podania numeru artykutu;
dotyczy to nastepujacych dwudziestu siedmiu pozycji: 11, 25, 30, 33,
63,:73; 74, 78, 82,97, 114, 121,123, 127, 128, 131, 174 179, 197, 222,
226, 236, 254, 255, 257, 274, 275. Ponadto w przypadku pozycji 81 nie
podano ani nazwisk autoréw, ani nazwy czasopisma, ani roku wydania
pracy, ani numeru woluminu, ani stron badZz numeru artykutu; zas w
przypadku pozycji 259 blednie podano, ze cytowany artykul ukazat si¢
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 ktérych artykuty sg w
nim publikowane, tylko numeracje artykutow).

Jak wida¢ z powyzszego, moje uwagi sa liczne, jednak nie podwazaja
faktu, ze Pan magister Pawel Pawelczak opanowal wiedze teoretyczng z zakresu
mechanizméw starzenia si¢ organizméw oraz metod ich badania i poszukiwania
potencjalnych lekéw przeciwstarzeniowych, a takze potrafit zaplanowa¢ badania,
wykona¢ doswiadczenia i zanalizowa¢ ich wyniki, co doprowadzito do rozwigzania
problemu naukowego w postaci wykazania, ze 4-N-furfurylocytozyna ma potencjalne
wlasciwosci przeciwstarzeniowe, wplywajac na szereg procesdéw komorkowych i
modulujgc fizjologie i zachowanie zwierzat doswiadczalnych. Doktorant przedstawit
rowniez rozprawe, w ktorej opisat uzyskane przez siebie wyniki i wysnul wnioski.
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W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. 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 Sposobie postgpowania w sprawie
nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej IChB PAN nr 56/2023 z dnia 29 marca 2023
r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk o dopuszczenie Pana magistra Pawla Pawelczaka do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauki S$ciste i
przyrodnicze, w dyscyplinie nauki biologiczne.
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prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn
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