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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr IKaroliny Piecykpt.

„Mechanizmy adaptacji mitochondriów w pierwotnych fibroblastach ludzkich we
wczesnych etapach starzenia; efekt daidzeiny”

Zespół prof. dr hab. Joanny Szczepanowskiej z Instytutu Biologii Doświadczalnej w
Warszawie zajmuje się wyjaśnianiem podłoża molekularnego procesu starzenia a także
chorób związanych z dysfunkcją mitochondriów. Z kolei, badania zespołu prof. dr hab. Pawła
Kuleszy z Wydziału Chemii Uniwersytetu Warszawskiego koncentrują się na elektrochemii
podstawowej i stosowanej, w szczególności na katalizie z wykorzystaniem materiałów
nanostrukturalnych. Połączenie ekspertyzy obu promotorów doprowadziło do powstania
pracy doktorskiej mgr Karoliny Piecyk, w której opisane zostały (i) mechanizmy adaptacji
mitochondriów pierwotnych fibroblastów ludzkich we wczesnych etapach starzenia w
powiązaniu z działaniem daidzeiny a także (ii) właściwości elektrochemiczne tego
fitoestrogenu. W pierwotnych fibroblastach ludzkich we wczesnym okresie starzenia
indukowanego przez wodoronadłtlenek t-butylu (TBH) oraz replikacyjnego (pasaże p18-25)
badano: (i) proliferację i intensywność podziałów komórkowych; (ii) potencjał wewnętrznej
błony mitochondrialnej (AW), poziom Ca?* i reaktywnych form tlenu (RFT); (ili) poziom
enzymów antyoksydacyjnych oraz uszkodzeń oksydacyjnych białek; (iv) morfologię komórek
i sieci mitochondrialnej oraz (v) poziom białek uczestniczących w procesach biogenezyidegradacji mitochondriów. Badanie mechanizmów adaptacji mitochondriów w pierwotnych
fibroblastach ludzkich we wczesnych etapach starzenia może dostarczyćistotnych informacji
na temat starzenia się organizmu ludzkiego. Badanie wpływu daidzeiny na mitochondria
może pomóc w zrozumieniu, czy fitoestrogeny mają potencjał łagodzenia negatywnych
skutków starzenia się komórek oraz związanych z nimi problemów zdrowotnych. Może to
mieć znaczenie dla rozwoju nowych strategii terapeutycznych lub suplementacji mających na
celu poprawę funkcji mitochondrialnych i opóźnienie procesów starzenia się komórek.

Formalny opis rozprawy
Praca przedstawiona do recenzji napisana jest zwięzłym i jasnym językiem. Wyróżnia

ją ładna oprawa graficzna. Jednakże w pracy można znaleźć dość liczne literówki i pewne
błędy stylistyczne (np. hamować/inhibowaća nie „inhibitować”, hamujący/inhibujący a nie
„Inhibitujący”). Zastrzeżenia redakcyjne dotyczą: niejednolitego zapisu pozycji literaturowych
(tytułów artykułów pisanych w całości lub w przypadku tylko pierwszego słowa z dużych
liter), podawania referencji bibliograficznej dopiero na koniec akapitu a nie po pierwszym
zdaniu, a także brak referencji w niektórych fragmentach tekstu (np. str. 24).

Praca, licząca w sumie 149 stron, zawiera 87 rycin (wliczając fotografie i schematy)
oraz 5 tabel. Układ pracy jest typowy i obejmuje: spis treści, wykaz stosowanych skrótówioznaczeń, streszczenie w języku polskim i angielskim, wstęp, cel pracy, materiały i metody,
wyniki, dyskusję, podsumowanie i wnioski, oraz liczącą 202 publikacji bibliografię, w
większości złożoną z pozycji literaturowych opublikowanych w ostatnich 10 latach. Na końcu
rozprawy umieszczono listę publikacji Doktorantki. Z listy tej wynika, że mgr Karolina Piecyk
jest współautorką 2 publikacji powiązanych z tematem pracy doktorskiej, o łącznym
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współczynniku oddziaływania /F -13, co stanowi na tym etapie rozwoju naukowego dobry
dorobek naukowy. Jestem przekonana, że wyniki badań opisane w pracy doktorskiej będą
także dobrze opublikowane i wzbudzą zainteresowanie w środowisku naukowym.

Poprzedzający część doświadczalną, liczący 23 strony Wstęp stanowi jasno i zwięźle
napisany przegląd aktualnego stanu wiedzy dotyczącego procesów odpowiedzialnych za
dynamikę i organizację sieci mitochondrialnej. Doktorantka opisała także przyczyny i

konsekwencje zaburzeń funkcjonowania mitochondriów, adaptacje mitochondriów do
warunków stresowych oraz udział mitochondriów w procesie starzenia. Na końcu, znalazła
się charakterystyka fitoestrogenów, w szczególności badanej w pracy daidzeiny. We Wstępie
Doktorantka odnosi się do najważniejszego piśmiennictwa dotyczącego omawianych
zagadnień.
Uwagii pytania do Wstępu:
- Ryc. 6. Brakuje wytłumaczenia użytych skrótów. W niektórych przypadkach (CREB,
CaMK/CaMKK, NFkB, ETC) brak tych wyjaśnień także w tekście i na liście skrótów. Nie
przetłumaczono części określeń. Niepotrzebnie za oryginałem podano bardzo specyficzne
czynniki modulujące np. metforminę czy ekstrakt z zielonej herbaty, do których Autorka nie
odnosisię w tekście.
- Str. 18. Spolaryzowana jest wewnętrzna błona mitochondrialna a nie całe mitochondria.
- Str. 20. Proszę wytłumaczyć stwierdzenie: „Dlatego należy podkreślić, że proces mitofagii
jest synergistycznie_ regulowany z procesem biogenezy mitochondriów, oba te procesy
oddziałują na siebie.” Czy łączny efekt tych procesów jest większy niż suma efektów ich
działania oddzielnie?

Rozdział Materiały i metody (21 stron) zawiera charakterystykę użytych w pracy 3

grup doświadczalnych fibroblastów, tj. komórek z hodowli pomiędzy 5 a 10 pasażem —

kontrolnych i poddanych działaniu TBH (model starzenia indukowanego) oraz komórek
pomiędzy 18 i 25 pasażem (model starzenia replikacyjnego). Znajdują się tu także staranne
opisy stosowanych metod badawczych. Uwagę zwraca duża różnorodność stosowanych
technik, świadcząca o dużej kompetencji Doktorantki w pracy doświadczalnej. Podczas
badań prowadzono: hodowlę linii komórkowych, pomiar tempa proliferacji komórek,
immunologiczną detekcję białek, wizualizację sieci mitochondrialnej przy użyciu mikroskopii
konfokalnej, pomiar potencjału błonowego mitochondriów, masy mitochondriów,
cytozolowego stężenia jonów wapnia i poziomu RFT przy użyciu laserowego cytometru
skaningowego. Do fluoroscencyjnej wizualizacji mitochondriów stosowano różne sondy
fluorescencyjne np. MitoTraker (oznaczanie masy mitochondriów), MitoTimer (badanie wieku
mitochondriów) oraz barwienie immunofluorescencyjne (badanie morfologii sieci
mitochondrialnej). W pracy przeprowadzono także immunodetekcję szeregu białek. Do
charakterystyki elektrochemicznej daidzeiny wykorzystano technikę woltamperometrii
cyklicznej
Uwagii pytania do rozdziału Materiały i metody:
- Czy użycie w niektórych badaniach innejlinii fibroblastów (wyprowadzonych od innego
dawcy) z pasaży 52-53 jest uzasadnione? Czy próbowano wydłużyć linię podstawową (PCS-
201-012) do -50 pasaży?
- Czy potwierdzono skrócenie telomemerówwfibroblastach z pasaży 18-25?
- Czy mała liczba większości doświadczeń (n = 3) nie utrudnia analizy ilościowej i

interpretacji otrzymanych wyników?

Głównym celem badań opisanych w ocenianej pracy była analiza adaptacji
mitochondriów na drodze wstecznej kaskady sygnałowej we wczesnym okresie starzenia
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indukowanego i replikacyjnego pierwotnych fibroblastów oraz wpływu fitoestrogenu -
daidzeiny- na te procesy.

W rozdziale Wyniki, który obejmuje 63 strony, Autorka zwięźle przedstawia wyniki
kolejno realizowanych zadań badawczych. Na podkreślenie zasługuje sposób prowadzenia
czytelnika przez poszczególne etapy pracy eksperymentalnej i wyjaśnianie poszczególnych
kroków. Wyniki prezentowane są w logicznej kolejnościi tworzą spójną całość. Każdy punkt
otwiera krótkie wprowadzenie i kończy krótkie podsumowanie, porządkujące kolejne etapy
badawcze. Ze względu na różne zmiany obserwowanedla licznych badanych parametrów,
analiza otrzymanych wyników była czasami trudna, nie zawsze prowadząc do jednoznacznej
interpretacji. Trzeba podkreślić, że Doktorantka, zachowując krytycyzm, umiejętnie
analizowała otrzymane wyniki. Przedstawione wyniki przeprowadzonych doświadczeń
wskazują na podniesiony poziom RFT, wzrost uszkodzeń oksydacyjnych białek oraz
aktywację procesu autofagii/mitofagii zarówno w modelu starzenia indukowanego jak i

replikacyjnego, choć adaptacja mitochondriów wydaje się odmienna. W przypadku silnego,
choć krótkotrwałego stresu oksydacyjnego (starzenie indukowane) nie obserwowano
wyraźnych zmian odpowiedzi związanej z adaptacją mitochondriów do stresu. W łagodnym
lecz długotrwałym stresie (starzenie replikacyjne) obserwowano adaptację mitochondriów
poprzez rearanżację sieci mitochondrialnej a także poprzez brak zmian w równowadze
pomiędzy procesami biogenezy i degradacji mitochondriów. Podniesione poziomy RFTi Ca”
wskazują na możliwą indukcję wstecznej kaskady sygnałowej w obu modelach wczesnych
etapów starzenia fibroblastów. Jedynie w przypadku komórekz indukowanymi replikacyjnym
starzeniem, daidzeina wykazała działanie antyoksydacyjne (obserwowane poprzez
zmniejszony poziom RFT i zmniejszony poziom uszkodzeń oksydacyjnych białek) o
potencjalnie pozytywnym wpływie na funkcjonowanie mitochondriów. Co zaskakujące,
daidzeina wykazywała działanie prooksydacyjne w młodych fibroblastach, co kłóci się z
wykorzystaniem tego fitoestrogenu jako uniwersalnego związku antyoksydacyjnego.
Otokilka uwag i spostrzeżeń do przedyskutowania:
- Fot. 4.1. Przedstawione wyniki doboru stężenia i czasu inkubacji z TBH nie są
przekonujące. Dlaczego nie użyto metody ilościowej? Ponadto, czy rzeczywiście jak pisze
Autorka: „W przypadku użycia 50 uM stężenia TBH efekt ten był obserwowany po 2
godzinach, a dla stężenia 100 uM TBHpo3 godzinach.”?
- W legendachrycin, w których wyniki nie wykazywały istotności statystycznej umieszczono
niepotrzebną informację: „Istotność statystyczną zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono
symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.”
- Str. 88. O jakim fizjologicznym stężeniu daidzeiny mowa?Czyo stężeniu tego fitoestrogenu
oznaczanymuludzi (kobiet) po suplementacji? Ponadto Autorka pisze: „Do dalszej części
badań zdecydowanosię na stężenia 0,1 i 0,5 nM, gdyż po ich zastosowaniu zaobserwowano
zmiany w badanych liniach.” A przecież widoczna jest tylko jedna istotna statystycznie
zmiana przy stężeniu 0,5 nM dla linii TBH?
- W większości pokazanych wyników immunodetekcji, bloty są bardzo przycięte i trudno
ocenić specyficzność zastosowanych przeciwciał.
- Czy dla oceny ilości mitochondriów w poszczególnych grupach fibroblastów nie należałoby
zbadać poziomu markerów mitochondrialnych, tj., oksydazy cytochromu c (COX) czy syntazy
cytrynianowej (CS)?

Liczący 14 stron i podzielony na 3 punktty rozdział Dyskusja w zasadzie wyczerpuje
aspekty wynikające z wyników własnych na tle w pełni wykorzystanych wyników innych
badaczy. W rozdziale tym przedyskutowano dobór i charakterystykę modelu badawczego
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oraz właściwości mitochondriów we wczesnym okresie starzenia. Przedyskutowano i

porównano także wpływ daidzeiny na badane funkcjonalne i morfologiczne parametry
mitochondriów fibroblastów. Doktorantka solidnie i krytycznie przedyskutowała otrzymane
wyniki, choćich interpretacja nie zawszebyła jednoznaczna.
W czasie lektury tej części pracy nasunęły mi się uwagi:
- We Wstępie omówiono dobroczynne działanie daidzeiny i innych fitoestrogenów
stosowanych doustnie. Biorąc pod uwagę badaniana fibroblastach nasuwasię pytanie, czy
daidzeina jest składnikiem preparatów stosowanych na skórę?
- Czy coś wiadomo na temat aktywacji apoptozy czy poziomu białek zaangażowanych w
ruch mitochondriów w badanych modelach badawczych wczesnych etapów starzenia
fibroblastów?

Podsumowanie
Wspomniane wcześniej uwagi oraz błędy językowo-redakcyjne nie mają wpływu na

moją pozytywną ocenę przedstawionej pracy, jej wartości merytorycznej oraz znaczenia
przeprowadzonych badań. Wyniki eksperymentów przedstawione w rozprawiesą istotne dla
zrozumienia molekularnego podłoża procesu starzenia komórek, a także dobroczynnego
działania daidzeiny i - w dalszej perspektywie - mogą prowadzić do potencjalnych
terapeutycznych rozwiązań. Badania opisane w ocenianej pracy doktorskiej są także ważne
dla zrozumienia znaczenia mitochondriów w funkcjonowaniu i starzeniu komórek. Biorąc pod
uwagę merytoryczną i innowacyjną wartość pracy, znaczenie przeprowadzonych badań,
dużą pracochłonność i różnorodność doświadczeń i analiz, a także umiejętność
prezentowania i dyskutowania wyników, uważam że przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska spełnia warunki określone w art. 137 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Wnioskuję zatem o
dopuszczenie mgr Karoliny Piecyk do dalszych etapów przewodu doktorskiego oraz o
wyróżnienie pracy doktorskiej stosowną nagrodą.

va
,

MAv LL. wi U.

Prof. dr hab. Wiesława Jarmuszkiewicz

+

Prof. dr hab. Wiesława Jarmuszkiewicz
Zakład Bioenergetyki, uł. Uniwersytetu Poznańskiego 1. 61-614 Poznań
tel. +48 61 829 58 81, fax. +48 61 829 56 36, wiesiaj(Damu.edu.pl










	Recenzja 1 rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Piecyk
	Recenzja 2 rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Piecyk
	Recenzja 3 rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Piecyk

