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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny PIECYK
pt. MECHANIZMY ADAPTACIJI MITOCHONDRIOW W
PIERWOTNYCH FIBROBLASTACH LUDZKICH WE
WCZESNYCH ETAPACH STARZENIA; EFEKT DAIDZEINY"

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny
Szczepanowskiej i prof. dr hab. Pawta J. Kuleszy

w Pracowni Metabolizmu Komérki Instytutu Biologii
Doéwiadczalnej im. M. Nenckiego PAN oraz w Pracowni
Elektroanalizy i Elektrokatalizy Chemicznej Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego

W rozprawie doktorskiej wykorzystano pierwotne fibroblasty
ludzkie do oceny odpowiedzi mitochondriéw na stres zwigzany
z wczesnymi etapami starzenia komorkowego. Zastosowano
dwa modele odzwierciedlajace rézne mechanizmy starzenia.
Model 1: starzenie replikacyjne, zwiazane ze skracaniem
telomerdw. Byty to fibroblasty pochodzace z pdzniejszych
etapéw hodowli, ktére reprezentowaty dtugotrwaty lecz
tagodny stres komérkowy. Model 2: starzenie indukowane
stresem oksydacyjnym. Tutaj zastosowano wodoronadletnek t-
butylu, ktéry byt egzogennym zrédtem reaktywnych form tlenu
indukujacy w ten sposdb krétkotrwaty, lecz silny stres
komorkowy.
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W powyzszych modelach scharakteryzowano funkcje mitochondriéw oraz elementy
odpowiedzi komérkowej na stres mitochondrialny. Badania te wykazaty, ze wspolng
cecha obu modeldéw starzenia komérkowego jest podniesiony poziom reaktywnych form
tlenu, wzrost uszkodzer oksydacyjnych biatek oraz aktywacja procesu
autofagii/mitofagii. W silnym, lecz krétkotrwatym stresie oksydacyjnym nie
zaobserwowano wyraznych zmian odpowiedzi zwigzanej z adaptacja mitochondridw do
stresu. Natomiast w modelu starzenia replikacyjnego zaobserwowano adaptacje
mitochondriéw poprzez reorganizacje sieci mitochondrialne;. Dodatkowo, w komdrkach
,starych” z pasazu 52-53 zaobserwowano znacznie wiekszg liczbe komdrek SA-B-GAL
pozytywnych w poréwnaniu do komérek z pasazu 18-25.

Kolejnym elementem pracy byto zbadanie wptywu daidzeiny, ktora podejrzewa si¢ o
,dobroczynne” dziatanie na funkcjonowanie mitochondriéw w procesie starzenia.
Jednak, zaobserwowano zréznicowane efekty dziatania daidzeiny w zaleznosci od
wykorzystanego modelu:

e w komdrkach mtodych, daidzeina wykazywata dziatanie prooksydacyjne,
widoczne jako podniesienie poziomu nadtlenku wodoru oraz uszkodzen
oksydacyjnych biatek,

e w komérkach z ,przyspieszonym starzeniem”, daidzeina wykazywata wtasciwosci
antyoksydacyjne, co zostato zaobserwowane poprzez zmniejszony poziom
reaktywnych form tlenu oraz zmniejszony poziom uszkodzen oksydacyjnych
biatek,

e w modelu komdrek reprezentujacych starzenie replikacyjne, daidzeina
wykazywata wtasciwosci antyoksydacyjne, co zostato wykazane poprzez
zmniejszony poziom reaktywnych form tlenu, nizszy poziom uszkodzen
oksydacyjnych biatek oraz modyfikacje sieci mitochondrialne;.

Dodatkowo poréwnano dziatanie daidzeiny z daidzeina skoniugowang z kationem TPP™.
Tutaj, badania wykazaty, ze daidzeina TPP* obniza poziom nadtlenku wodoru w obu
typach starzenia. Natomiast w komérkach ,mtodych” oraz ,starych” z pasazu 52-53
podnosi poziom nadtlenku wodoru. Ponadto, daidzeina TPP* zwigksza cytozolowy
poziom wapnia w komdrkach mtodych oraz starzejgcych sig replikacyjnie. W badaniach
potwierdzono réwniez, ze zastosowanie koniugatu daidzeiny nie prowadzi do
depolaryzacji mitochondriéw, zatem bioenergetyka mitochondridéw nie jest zaburzona.

Przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi monografig opracowang zgodnie z
zasadami przyjetymi dla prac doéwiadczalnych w zakresie nauk biologicznych. Zawiera
149 stron i klasyczny podziat na: Spis tresci, Wykaz skrétéw, Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje,
Podsumowanie i Wnioski, Bibliografie oraz Liste publikacii naukowych doktorantki.
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Tematyka badawcza, bez watpienia, podejmuje aktualne trendy badawcze. Ponad
potowa (130 z 202) wszystkich cytowani stanowig publikacje z ostatnich 10 lat.

Rozprawa doktorska powstata dzigki finansowaniu interdyscyplinarnych studiow
doktoranckich TRI-BIO-CHEM jako projektu "Od chemii do bioinnowacji dla lepszego
zycia - interdyscyplinarne studia doktoranckie TRI-BIO-CHEM" realizowanego przez trzy
jednostki partnerskie (Wydziat Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, Wydziat Chemiczny
Politechniki Warszawskiej, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego) w ramach
Projektu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 201 4-2020 i wspotfinansowanego ze
$rodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego, POWR.03.02.00-00-1007/16-00
(POWER 2014-2020).

Tytut rozprawy doktorskiej jest sformutowany poprawnie i w petni odzwierciedla cel
badan przeprowadzonych przez doktorantke.

We wstepie teoretycznym doktorantka w pigciu podrozdziatach przedstawia podstawy
budowy i funkcji mitochondriéw, podejmuje sig opisu dynamicznej natury
mitochondriéw, okresla przyczyny i konsekwencje zaburzenia funkcjonowania
mitochondriéw, wprowadza czytelnika w zagadnienia adaptacji funkcji mitochondriow
do zmienionych warunkéw oraz systematycznie charakteryzuje fitoestrogeny, w tym
daidzeine — substancje, ktéra wykorzystata w przeprowadzonych badaniach. Warto
podkredli¢, ze ten rozdziat jest bogaty w ilustracje co daje mozliwos¢ obrazowego
éledzenia wprowadzanego materiatu. Czgsc rycin zostata przygotowana przez
doktorantke, a inne sa modyfikacja juz istniejacych w opracowaniach.

Wstep do rozprawy doktorskiej zostat napisany poprawnie zaréwno pod wzgledem
merytorycznym jak i jezykowym. Jego formai tresé éwiadcza o dobrym przygotowaniu
teoretycznym doktorantki do realizacji postawionych celéw rozprawy doktorskiej.

Cel rozprawy doktorskiej zawarty zostat na stronie 35 i dotyczy zbadania, jak
mitochondria adaptuja sie na drodze wstecznej kaskady sygnatowej we wczesnym
okresie starzenia indukowanego i replikacyjnego, w pierwotnych fibroblastach oraz
zbadanie wptywu fitoestrogenu — daidzeiny na te procesy. Dodatkowo, do realizacji celu,
doktorantka wytyczyta zadania badawcze co w klarowny sposéb przedstawia zarys
rozprawy doktorskiej. Na uznanie zastuguje przygotowanie graficznej postaci celu pracy,
jednak wielkos¢ czcionki tekstu utrudnia swobodne zrozumienie grafiki.

Rozdziat 3. Materiaty i Metody zawieraja szczegdtowy opis wykorzystanych zwigzkow
chemicznych i materiatéw, modelowych linii komérkowych oraz technik
doéwiadczalnych. Bardzo przydatne jest zamieszczenie, w tych rozdziatach, tabel i
schematdw, ktére utatwiaja zrozumienie wykonanych doswiadczen.

Starannie zaplanowane do$wiadczenia zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem wielu
technik biochemicznych, biologii molekularnej czy elektrochemicznych. Doktorantka
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wykorzystata metody do oceny proliferacji komdrek czy oznaczer masy
mitochondrialnej. Zastosowata techniki pomiaru potencjatu wewnetrznej btony
mitochondrialnej, oraz cytosolowego poziomu wapnia. Oznaczyta poziom reaktywnych
form tlenu analizujgc dane z wykorzystaniem laserowego cytometru skaningowego.
Wykonata testy wbudowywania BrdU, karbonylacji biatek (OXYBLOT) oraz oznaczyfa
aktywnosci SA-B — galaktozydazy zwiazanej ze starzeniem. Przeprowadzita analiz¢
morfologii sieci mitochondrialnej z wykorzystaniem barwien i mikroskopii konfokalnej.
Badata szybkosci odnowy mitochondriéw i oznaczata wzgledne ilosci biatek metoda
Western blot. W ostatnim etapie pracy zostata zaplanowana i wykorzystana metoda
woltamperometrii cyklicznej.

Przedstawiony opis metodologii i technik wskazuje na bogaty warsztat badawczy
doktorantki. Dodatkowo, na uznanie zastuguje zastosowanie woltamperometrii
cyklicznej, zaawansowanej techniki do badania reakcji elektrochemicznych. Wszystko to,
éwiadczy o znakomitym przygotowaniu merytorycznym jaki i technicznym doktorantki
do realizacji postawionych celow rozprawy.

W rozdziale 4. Wyniki, Pani mgr Karolina Piecyk przedstawifa oraz udokumentowata
otrzymane wyniki w formie opisowej oraz graficznej. Rozdziat ten zawiera ryciny (56)
ktdre przedstawiaja wykresy i zdjgcia. Dodatkowo, rozdziat ten zostat podzielony na
dwie czesci z podsumowaniem w formie tabeli. Tak zorganizowany rozdziat utatwia
usystematyzowanie oraz zrozumienie otrzymanych wynikdéw.

Na potrzeby realizacji celéw badawczych doktorantka w pierwszym etapie wynikow
dokonuje doboru odpowiedniego modelu doswiadczalnego a nastepnie charakteryzuje
badane linie komdrkowe przez ocene proliferaciji, intensywnosci podziatow
komdrkowych oraz liczby komdrek o podwyzszonym poziomie SA-B-GAL w populacji.
Przeprowadza charakterystyke fizjologii mitochondriéw na podstawie pomiaru
potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej, poziomu wapnia w komorce czy
poziomu reaktywnych form tlenu. Ocenia poziom enzymdw antyoksydacyjnych oraz
uszkodzen oksydacyjnych biatek. Przeprowadza badania morfologii komorki, sieci i
architektury mitochondrialnej. Nastepnie badany jest poziom biatek zaangazowanych w
proces biogenezy oraz autofagia/mitofagia. W drugiej czesci zawarte s wyniki
dotyczace efektu daidzeiny na powyzsze parametry witaczajac dodatkowo
charakterystyke elektrochemiczng i oceng stosowanego stezania daidzeiny.

Wyniki zostaty przedstawione jako ¢rednie arytmetyczne z odchyleniem standardowym,
uzyskane z co najmniej trzech niezaleznych doéwiadczen. Réznice uznano za istotne
statystycznie dla poziomu p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001.

W rozdziale 5. Dyskusja doktorantka uzasadnita dobor modelu badawczego oraz
skomentowata poszczegélne obszary badar i uzyskane wyniki. Dyskusja zostata
przeprowadzona w oparciu o dane juz opublikowane. Taka forma swiadczy o
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wszechstronnej znajomosci tematu oraz dobrym przygotowaniu merytorycznym
doktorantki. Doktorantka konsekwentnie stosuje w tekscie okreslone formatowanie
cytowan co utatwia poruszanie si¢ po liscie bibliografii.

Rozprawa doktorska koriczy sig wnioskami, ktore korelujg uzyskane wyniki z
postawionym celem badawczym oraz wskazuja na oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego.

Pod katem merytorycznym, przedstawiona rozprawa doktorska zastuguje na wysoka
ocene, jednak chciatbym zwrdci¢ uwage na pewne ogdlne zastrzezenia czy nie
zaspokojong ciekawosc:

1. Jaki byt powdd wykorzystania w modelu indukowanego stresu wodoronadtleneku
tert-butylu a nie nadtlenku wodoru?

2. Do oceny potencjatu wewnetrznej bony mitochondrialnej zostata wykorzystana
sonda JC-1. Poziom jonéw Ca?* w cytoplazmie oznaczony zostatz
wykorzystaniem sondy Fluo4-AM. Poziom anionorodnika ponadtlenkowego w
mitochondriach oznaczono z wykorzystaniem sondy MitoSOX a poziom
nadtlenku wodoru w cytoplazmie oznaczony zostat z wykorzystaniem sondy CM-
H2DCFDA. Co byto powodem, ze w tych czterech przypadkach najwigeksze
odchylenia standardowe byty w przypadku pomiaréw dla komoérek z pasazy 52-
53 (Ryc. 4.4, 4.5, 4.6A i 4.6B odpowiednio)?

3. Aby zbadad wtasciwosci antyoksydacyjne daidzeiny wykorzystano technike
woltamperometrii cyklicznej. W tych do$wiadczeniach jest wykorzystywany
protokét z zakresem potencjatéw od 0,6 do -0,6 V, natomiast w modelach
komérkowych maksymalne wartosci potencjatow utrzymywanych w poprzek
bton biologicznych sa rzedu 200 mV. Zatem jak uzasadnic tak szeroki zakres
stosowanych potencjatéw?

4 Jedno ze sformutowan zawartych w Rozdziale 6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI
stanowi, ze ,zastosowanie daidzeiny z TPP* (w wybranych stezeniach) nie
prowadzi do depolaryzacji mitochondriow”. Zatem wydaje sie, ze dotgczenie TPP*
do daidzeiny nie jest skutecznym zabiegiem kierowania takiego koniugatu do
mitochndriéw?

Pojawity sie réwniez dos¢ nie precyzyjne sformutowania, ktdre z pewnoscia stanowity by
niejasnosé dla rozpoczynajacych karierg naukowcdw, np.: ,jonomycyna, czyli jonoforem
wapniowym powodujacym wyrazny wzrost cytosolowego poziomu jonéw Ca"" (str. 41),
"TBH potrafi wywotac stres oksydacyjny” (str. 58), ,egzodenny dawca RTF" (str. 58).

Wymienione powyzej uwagi nie wptywaja na wysoka ocene wartosci merytoryczne;
rozprawy. Pragne podkreslic, ze Pani mgr Karolina Piecyk znakomicie wywiazata si¢ z
postawionych zadan z wykorzystaniem szerokiego spektrum technik i metod
biochemicznych, biologii molekularnej czy elektrochemicznych. Wydaje sig, ze praca
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wypetnia luke badawcza a podjgta tematyka jest aktualna i ma potencjat publikacyjny
czy aplikacyjny.

Stwierdzam z caty przekonaniem, ze rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Piecyk pt.
,MECHANIZMY ADAPTACJI MITOCHONDRIOW W PIERWOTNYCH FIBROBLASTACH
LUDZKICH WE WCZESNYCH ETAPACH STARZENIA; EFEKT DAIDZEINY" spetnia
warunki okre<lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U.z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Zatem zwracam si¢ do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, Polskiej Akademii
Nauk z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Piecyk do dalszych etapdw
przewodu doktorskiego.

Z uwagi na oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, znaczaca wartos¢ naukowa
otrzymanych wynikéw, wyjatkowa staranno$é w opracowaniu oraz przedstawieniu tak
duzego materiatu badawczego wnoszg o wyréznienie przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskie;.

T e

Dr hab. Piotr Bednarczyk, prof. SGGW
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Wydzial Biologii, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Zaklad Bioenersetvki
Prof. dr hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz Poznan, 3.08.2023
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Wydziat Biologii

Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

RECENZJA
pracy doktorskiej mgr iKaroliny Piecyk pt.
»Mechanizmy adaptacji mitochondriéw w pierwotnych fibroblastach ludzkich we
wczesnych etapach starzenia; efekt daidzeiny”

Zespot prof. dr hab. Joanny Szczepanowskiej z Instytutu Biologii Do$swiadczalnej w
Warszawie zajmuje sie wyjasnianiem podfoza molekularnego procesu starzenia a takze
choréb zwigzanych z dysfunkcjg mitochondriéw. Z kolei, badania zespotu prof. dr hab. Pawta
Kuleszy z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego koncentrujg sie na elektrochemii
podstawowej i stosowanej, w szczegolnosci na katalizie z wykorzystaniem materiatow
nanostrukturalnych. Polgczenie ekspertyzy obu promotoréow doprowadzito do powstania
pracy doktorskiej mgr Karoliny Piecyk, w ktérej opisane zostaty (i) mechanizmy adaptaciji
mitochondriéw pierwotnych fibroblastow ludzkich we wczesnych etapach starzenia w
powigzaniu z dziataniem daidzeiny a takze (ii) witasciwosci elektrochemiczne tego
fitoestrogenu. W pierwotnych fibroblastach ludzkich we wczesnym okresie starzenia
indukowanego przez wodoronadtlenek t-butylu (TBH) oraz replikacyjnego (pasaze p18-25)
badano: (i) proliferacje i intensywnos¢ podziatdw komoérkowych; (ii) potencjat wewnetrznej
btony mitochondrialnej (A¥), poziom Ca?" i reaktywnych form tlenu (RFT); (iii) poziom
enzymow antyoksydacyjnych oraz uszkodzen oksydacyjnych biatek; (iv) morfologie komérek
i sieci mitochondrialnej oraz (v) poziom biatek uczestniczgcych w procesach biogenezy i
degradacji mitochondriéw. Badanie mechanizméw adaptacji mitochondriéw w pierwotnych
fibroblastach ludzkich we wczesnych etapach starzenia moze dostarczy¢ istotnych informaciji
na temat starzenia sie organizmu ludzkiego. Badanie wptywu daidzeiny na mitochondria
moze pomoc w zrozumieniu, czy fitoestrogeny majg potencjat tagodzenia negatywnych
skutkéw starzenia sie komoérek oraz zwigzanych z nimi probleméw zdrowotnych. Moze to
mie¢ znaczenie dla rozwoju nowych strategii terapeutycznych lub suplementacji majgcych na
celu poprawe funkcji mitochondrialnych i opéznienie proceséw starzenia sie komérek.

Formalny opis rozprawy

Praca przedstawiona do recenzji napisana jest zwieztym i jasnym jezykiem. Wyr6znia
ja fadna oprawa graficzna. Jednakze w pracy mozna znalez¢ dos¢ liczne literéwki i pewne
btedy stylistyczne (np. hamowac/inhibowac¢ a nie ,inhibitowaé”, hamujacy/inhibujgcy a nie
L,inhibitujgcy”). Zastrzezenia redakcyjne dotycza: niejednolitego zapisu pozyciji literaturowych
(tytutdw artykutéw pisanych w catosci lub w przypadku tylko pierwszego stowa z duzych
liter), podawania referencji bibliograficznej dopiero na koniec akapitu a nie po pierwszym
zdaniu, a takze brak referencji w niektérych fragmentach tekstu (np. str. 24).

Praca, liczgca w sumie 149 stron, zawiera 87 rycin (wliczajgc fotografie i schematy)
oraz 5 tabel. Uktad pracy jest typowy i obejmuje: spis tresci, wykaz stosowanych skrotéw i
oznaczen, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty i metody,
wyniki, dyskusje, podsumowanie i wnioski, oraz liczacg 202 publikacji bibliografie, w
wiekszosci ztozong z pozyciji literaturowych opublikowanych w ostatnich 10 latach. Na koncu
rozprawy umieszczono liste publikacji Doktorantki. Z listy tej wynika, ze mgr Karolina Piecyk
jest wspodtautorkg 2 publikacji powigzanych z tematem pracy doktorskiej, o fgcznym

1

Prof. dr hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz
Zaktad Bioenergetylki, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 1. 61-614 Poznan
tel. +48 61 829 58 &1, fax. +48 61 829 56 36, wiesiaj@amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologfi, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Zaklad Bioenergetvki

wspotczynniku oddziatywania /F ~13, co stanowi na tym etapie rozwoju naukowego dobry
dorobek naukowy. Jestem przekonana, ze wyniki badan opisane w pracy doktorskiej beda
takze dobrze opublikowane i wzbudzg zainteresowanie w Srodowisku naukowym.
Poprzedzajgcy cze$¢ doswiadczalng, liczacy 23 strony Wstep stanowi jasno i zwiezle
napisany przeglgd aktualnego stanu wiedzy dotyczgcego proceséw odpowiedzialnych za
dynamike i organizacje sieci mitochondrialnej. Doktorantka opisata takze przyczyny i
konsekwencje zaburzen funkcjonowania mitochondriéw, adaptacje mitochondriébw do
warunkow stresowych oraz udziat mitochondridw w procesie starzenia. Na koncu, znalazta
sie charakterystyka fitoestrogenéw, w szczegdlnosci badanej w pracy daidzeiny. We Wstepie
Doktorantka odnosi sie do najwazniejszego piSmiennictwa dotyczgcego omawianych
zagadnien.
Uwagi i pytania do Wstepu:
- Ryc. 6. Brakuje wytlumaczenia uzytych skrétow. W niektérych przypadkach (CREB,
CaMK/CaMKK, NFkB, ETC) brak tych wyjasnien takze w teksScie i na liScie skrétéw. Nie
przettumaczono czesci okreslen. Niepotrzebnie za oryginatem podano bardzo specyficzne
czynniki modulujgce np. metforming czy ekstrakt z zielonej herbaty, do ktérych Autorka nie
odnosi sie w tekscie.
- Str. 18. Spolaryzowana jest wewnetrzna bfona mitochondrialna a nie cate mitochondria.
- Str. 20. Prosze wytlumaczy¢ stwierdzenie: ,Dlatego nalezy podkreslic, ze proces mitofagii
jest synergistycznie regulowany z procesem biogenezy mitochondriow, oba te procesy
oddziatujg na siebie.” Czy tgczny efekt tych proceséow jest wigkszy niz suma efektow ich
dziatania oddzielnie?

Rozdziat Materiaty i metody (21 stron) zawiera charakterystyke uzytych w pracy 3
grup doswiadczalnych fibroblastéw, tj. komérek z hodowli pomiedzy 5 a 10 pasazem -
kontrolnych i poddanych dziataniu TBH (model starzenia indukowanego) oraz komorek
pomiedzy 18 i 25 pasazem (model starzenia replikacyjnego). Znajdujg sie tu takze staranne
opisy stosowanych metod badawczych. Uwage zwraca duza réznorodno$¢ stosowanych
technik, $wiadczgca o duzej kompetencji Doktorantki w pracy doswiadczalnej. Podczas
badan prowadzono: hodowle linii komérkowych, pomiar tempa proliferacji komorek,
immunologiczng detekcje biatek, wizualizacje sieci mitochondrialnej przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej, pomiar potencjatu btonowego mitochondriow, masy mitochondridw,
cytozolowego stezenia jonéw wapnia i poziomu RFT przy uzyciu laserowego cytometru
skaningowego. Do fluoroscencyjnej wizualizacji mitochondriéw stosowano rézne sondy
fluorescencyjne np. MitoTraker (oznaczanie masy mitochondriéw), MitoTimer (badanie wieku
mitochondriébw) oraz barwienie immunofluorescencyjne (badanie morfologii sieci
mitochondrialnej). W pracy przeprowadzono takze immunodetekcje szeregu biatek. Do
charakterystyki elektrochemicznej daidzeiny wykorzystano technike woltamperometrii
cyklicznej
Uwagi i pytania do rozdziatu Materiaty i metody:

- Czy uzycie w niektérych badaniach innej linii fibroblastow (wyprowadzonych od innego
dawcy) z pasazy 52-53 jest uzasadnione? Czy prébowano wydtuzy¢ lini¢ podstawowg (PCS-
201-012) do ~50 pasazy?

- Czy potwierdzono skrocenie telomemeréw w fibroblastach z pasazy 18-25?

- Czy mata liczba wiekszosci doswiadczen (n = 3) nie utrudnia analizy ilosciowej i
interpretacji otrzymanych wynikoéw? '

Gléwnym celem badan opisanych w ocenianej pracy byla analiza adaptaciji
mitochondriébw na drodze wstecznej kaskady sygnatowej we wczesnym okresie starzenia
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indukowanego i replikacyjnego pierwotnych fibroblastow oraz wplywu fitoestrogenu -
daidzeiny - na te procesy.

W rozdziale Wyniki, ktory obejmuje 63 strony, Autorka zwiezle przedstawia wyniki
kolejno realizowanych zadan badawczych. Na podkresienie zastuguje sposdb prowadzenia
czytelnika przez poszczegdine etapy pracy eksperymentainej i wyjasnianie poszczegodlnych
krokow. Wyniki prezentowane sg w logicznej kolejnosci i tworzg spéjng catos¢. Kazdy punkt
otwiera krétkie wprowadzenie i konczy krétkie podsumowanie, porzgdkujgce kolejne etapy
badawcze. Ze wzgledu na rézne zmiany obserwowane dla licznych badanych parametrow,
analiza otrzymanych wynikéw byta czasami trudna, nie zawsze prowadzac do jednoznacznej
interpretacji. Trzeba podkresli¢, ze Doktorantka, zachowujgc krytycyzm, umiejetnie
analizowata otrzymane wyniki. Przedstawione wyniki przeprowadzonych doswiadczen
wskazujg na podniesiony poziom RFT, wzrost uszkodzen oksydacyjnych biatek oraz
aktywacje procesu autofagii/mitofagii zarbwno w modelu starzenia indukowanego jak i
replikacyjnego, cho¢ adaptacja mitochondriéw wydaje si¢ odmienna. W przypadku silnego,
choé krétkotrwatego stresu oksydacyjnego (starzenie indukowane) nie obserwowano
wyraznych zmian odpowiedzi zwigzanej z adaptacjg mitochondriéw do stresu. W tagodnym
lecz diugotrwatym stresie (starzenie replikacyjne) obserwowano adaptacje mitochondriow
poprzez rearanzacje sieci mitochondrialnej a takze poprzez brak zmian w réwnowadze
pomiedzy procesami biogenezy i degradacji mitochondriéw. Podniesione poziomy RFT i Ca**
wskazuja na mozliwg indukcje wstecznej kaskady sygnatowej w obu modelach wczesnych
etapéw starzenia fibroblastow. Jedynie w przypadku komoérek z indukowanym i replikacyjnym
starzeniem, daidzeina wykazata dziatanie antyoksydacyjne (obserwowane poprzez
zmniejszony poziom RFT i zmniejszony poziom uszkodzeri oksydacyjnych biatek) o
potencjalnie pozytywnym wplywie na funkcjonowanie mitochondriow. Co zaskakujace,
daidzeina wykazywata dziatanie prooksydacyjne w mtodych fibroblastach, co kioci si¢ z
wykorzystaniem tego fitoestrogenu jako uniwersalnego zwigzku antyoksydacyjnego.

Oto kilka uwag i spostrzezen do przedyskutowania:

- Fot. 4.1. Przedstawione wyniki doboru stezenia i czasu inkubacji z TBH nie sg
przekonujace. Dlaczego nie uzyto metody ilosciowej? Ponadto, czy rzeczywiscie jak pisze
Autorka: ,W przypadku uzycia 50 uM stezenia TBH efekt ten byt obserwowany po 2
godzinach, a dla stezenia 100 uM TBH po 3 godzinach.”?

- W legendach rycin, w ktérych wyniki nie wykazywaly istotno$ci statystycznej umieszczono
niepotrzebng informacje: ,Istotno$¢ statystyczng zbadano testem t-Studenta oraz oznaczono
symbolami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.”

- Str. 88. O jakim fizjologicznym stezeniu daidzeiny mowa? Czy o stezeniu tego fitoestrogenu
oznaczanym u ludzi (kobiet) po suplementacji? Ponadto Autorka pisze: ,Do dalszej czesci
badan zdecydowano sie na stezenia 0,1 i 0,5 nM, gdyz po ich zastosowaniu zaobserwowano
zmiany w badanych liniach.” A przeciez widoczna jest tylko jedna istotna statystycznie
zmiana przy stezeniu 0,5 nM dla linii TBH?

- W wiekszosci pokazanych wynikow immunodetekgii, bloty sg bardzo przycigte i trudno
ocenié specyficzno$¢ zastosowanych przeciwciat.

- Czy dla oceny ilosci mitochondriéw w poszczegdlnych grupach fibroblastéw nie nalezatoby
zbadaé poziomu markeréw mitochondrialnych, tj., oksydazy cytochromu c (COX) czy syntazy
cytrynianowej (CS)?

Liczacy 14 stron i podzielony na 3 punkty rozdziat Dyskusja w zasadzie wyczerpuje
aspekty wynikajace z wynikéw wiasnych na tle w petni wykorzystanych wynikéw innych
badaczy. W rozdziale tym przedyskutowano dobér i charakterystykg modelu badawczego
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oraz witasciwosci mitochondribw we wczesnym okresie starzenia. Przedyskutowano i
porownano takze wptyw daidzeiny na badane funkcjonalne i morfologiczne parametry
mitochondridow fibroblastéw. Doktorantka solidnie i krytycznie przedyskutowata otrzymane
wyniki, cho¢ ich interpretacja nie zawsze byta jednoznaczna.

W czasie lektury tej czesci pracy nasunety mi sie uwagi:

- We Wstepie oméwiono dobroczynne dziatanie daidzeiny i innych fitoestrogenéw
stosowanych doustnie. Biorgc pod uwage badania na fibroblastach nasuwa sie pytanie, czy
daidzeina jest sktadnikiem preparatéow stosowanych na skére?

- Czy co$ wiadomo na temat aktywacji apoptozy czy poziomu biatek zaangazowanych w
ruch mitochondriow w badanych modelach badawczych wczesnych etapow starzenia
fibroblastow?

Podsumowanie

Wspomniane wczesniej uwagi oraz btedy jezykowo-redakcyjne nie majg wptywu na
mojg pozytywng ocene przedstawionej pracy, jej wartosci merytorycznej oraz znaczenia
przeprowadzonych badan. Wyniki eksperymentéw przedstawione w rozprawie sg istotne dia
zrozumienia molekularnego podtoza procesu starzenia komoérek, a takze dobroczynnego
dziatania daidzeiny i - w dalszej perspektywie - mogg prowadzi¢ do potencjainych
terapeutycznych rozwigzan. Badania opisane w ocenianej pracy doktorskiej sg takze wazne
dla zrozumienia znaczenia mitochondriow w funkcjonowaniu i starzeniu komérek. Biorac pod
uwage merytoryczng i innowacyjng warto$¢ pracy, znaczenie przeprowadzonych badan,
duzg pracochionno$¢ i réznorodno$¢ doswiadczen i analiz, a takze umiejetnosc
prezentowania i dyskutowania wynikéw, uwazam Zze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Wnioskuje zatem o
dopuszczenie mgr Karoliny Piecyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz o
wyréznienie pracy doktorskiej stosowng nagrodg.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Piecyk “Mechanizmy adaptacji mitochondriéw
w pierwotnych fibroblastach ludzkich we wezesnych etapach starzenia; efekt daidzein y”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Karoliny Piecyk zostata wykonana w
Pracowni Metabolizmu Komérki Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN oraz w
Pracowni Elektroanalizy i Elektrokatalizy Chemicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego. Prace badawcze zostaly przeprowadzone pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny
Szczepanowskiej oraz prof. dr hab. Pawta Kuleszy.

Mitochondria sg pétautonomicznymi organellami posiadajgcymi wtasny genom kodujacy 13
biatek systemu fosforylacji oksydacyjnej i stanowigcych jedynie promil mitochondrialnego proteomu.
Zatem funkcje mitochondriéw sg zalezne od ekspresji genéw jadrowych. Ta z kolei jest regulowana
zapotrzebowaniem mitochondriéw, m.in. na drodze sygnalizacji mitochondria - jadro. Mitochondria,
a raczej sie¢ mitochondrialna jest bardzo dynamiczna i zmieniajg sie zaleznie od zapotrzebowania
komorki na ATP, ale tez w funkcji réznych streséw jakie na nig dziataja - proceséw chorobowych i
starzenia. Ich rola w odpowiedzi komérki na stres jest dobrze udokumentowana w literaturze a
mitochondria jako cel terapeutyczny w wielu dysfunkcjach sg przedmiotem badan przez wiele
zespotow na $wiecie, nie tylko w zakresie poszukiwania aktywnych lekéw ale przede wszystkim
zrozumienia jak one modulujg metabolizm mitochondrialny. Wspétczesna medycyna coraz czesciej
zaglada do medycyny tradycyjnej, z ta jednak réznica, majgc wspétczesne narzedzia, ze szukamy
zrozumie¢ i poznac jakie zwigzki aktywne wystepujg w naturze i jaki jest ich mechanizm dziatania
na fizjologie komérki. W ten trend badawczy wpisuje sie przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska pani mgr Karoliny Piecyk.

Autorka rozprawy jako temat badan przyjeta charakterystyke zmian biogenezy i fizjologii
mitochondriéw w trakcie starzenia komorki oraz zbadanie czy i w jaki sposéb na te zmiany wplywa
daidzeina - naturalnie wystepujacy m.in. w nasionach soi, fitoestrogen. Aby osiagnaé ten cel
Autorka wykorzystata komoérki pierwotnych fibroblastébw w fazie hodowli pdzniej (na péznych
pasazach) lub eksponowanych na wodoronadtlenek tert-butylu (TBH), co réwniez indukowato
starzenie komorek. Nastepnie scharakteryzowata fizjologie mitochondriéw (poprzez pomiary zmian
w potencjale wewngtrznej btony mitochondrialnej, poziomu jonéw Ca?* i reaktywnych form tlenu w
komorce), proceséw, ktére prowadzg do adaptacji mitochondriéw na drodze wstecznej kaskady
sygnatowej (biogenezy, morfologii sieci mitochondrialnej oraz indukcji auto- i mitofagii), a nastepnie
wpltywu daidzeiny na te zmiany.

Wykorzystujgc szereg metod biologii komérki i biologii molekularnej oraz mikroskopie
konfokalng i cytometrie przeptywows pani Piecyk zrealizowata zaplanowane badania. W pierwszej
czesci rozprawy Autorka scharakteryzowata badang linie komérkowa po ekspozycji na TBH oraz w
fazie péznej podziatéw pod wzgledem czasu generacji, intensywnosci podziatow komérkowych i
ilosci komérek starzejgcych sig, zmian w potencjale wewnetrznej blony mitochondrialnej, poziomu
jondw Ca*" i reaktywnych form tlenu w komoérce, zmian w poziomie wybranych enzymoéw
antyoksydacyjnych, karbonylacji bialek komérkowych, morfologii i architektury sieci
mitochondrialnej, masy mitochondriéw i poziomu biatek zaangazowanych w biogeneze
mitochondriéw, jako markeréw zaburzeh w biogenezie mitochondriéw. W drugiej czeéci rozprawy
Autorka zbadata wptyw daidzeiny na proliferacje komérek i iloé¢ komérek starzejacych sie w obu
badanych warunkach, zmiany w potencjale wewnetrznej btony mitochondrialnej, poziomie Ca?* i
reaktywnych form tlenu w komérce oraz w mitochondriach, wplyw na biogeneze, mase
mitochondriéw i morfologie sieci mitochondrialnej, poziom enzyméw antyoksydacyjnych i
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karbonylacji biatek oraz poziom auto- i mitofagii. Dodatkowo zbadany zostat poziom receptora
estrogenowego a (ERa) w komoérkach traktowanych daidzeina.

Autorka zaobserwowata, szczegdlnie w komoérkach w péznej fazie podziatow, wyraznie
wiecej komérek starzejacych sie, wyznaczonych miarg aktywnoéci SA-p-galaktozydazy, oraz
zmiany w morfologii sieci mitochondrialnej, wzrost w poziomie H.O: (w obu badanych warunkach),
obnizenie poziomu MnSOD (w starszej hodowli), katalazy (w obu badanych warunkach), oraz
podwyzszenie poziomu GPx (w starszej hodowli), zmiany w poziomie karbonylacji biatek (w obu
badanych warunkach) oraz indukcje autofagii (w obu badanych warunkach). W eksperymentach
Autorki wptyw daidzeiny spowodowat: wzrost potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej w
komorkach traktowanych TBH, wzrost jondw Ca** w komorkach w pdznej fazie hodowli, wzrost
H.0O, w komorkach kontrolnych, ale spadek w komérkach starzejgcych sig (w obu typach hodowli),
wyrazny wzrost poziomu jondéw Ca?* w cytoplazmie, obnizenie poziomu biatka SOD1 w komoérkach
obu typéw hodowli, obnizenie poziomu katalazy oraz reduktazy glutationowej w komoérkach
traktowanych TBH z jednoczesnym wzrostem akumulacji biatka GPx. Istotnym wynikiem jest wptyw
daidzeiny, w sposéb zalezny od stezenia, na obnizenie poziomu karbonylacji biatek w obu typach
hodowli, oraz na indukcje autofagii w komérkach traktowanych TBH i brak istotnego wptywu na sie¢
mitochondrialng. Ciekawym wynikiem jest wptyw daidzeiny na obnizenie / spowolnienie procesu
odnowy mitochondridw w obu typach hodowli - innymi sfowy pula mitochondriéw ,starszych™ w
komorce byta wieksza.

Wykonane eksperymenty pozwolity zaobserwowaé réznice w odpowiedzi zwigzanej z
adaptacjg mitochondriéow pomiedzy warunkami stresu krétkotrwatego lecz silnego a warunkami
stresu tagodnego a diugotrwatego. Uzyskane wyniki pozwolity na konkluzje, ze daidzeina ma
pozytywne, gtéwnie antyoksydacyjne dziatanie w komérkach podanych stresowi , jednak ma ona
pro-oksydacyjne dziatanie w komorkach mtodych, nie poddanych stresowi. Jest to obserwacja warta
dalszych badan, by zrozumie¢ jakie mechanizmy lezg u podstaw tych dwéch sprzecznych reakcji w
komérkach na ten sam zwigzek.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim, z zastosowaniem klasycznego
uktadu podziatu tekstu na: Wstep, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusje, Spis literatury oraz Liste
publikacji, tacznie 149 stron tekstu. ,Wstep” zostat poprzedzony streszczeniem napisanym w jezyku
polskim oraz angielskim. Dobrze zaplanowane rysunki dopetniaja tekst, niemniej, jedynie Rycina 6
jest cytowana w tekscie ,Wstepu”, pozostate Ryciny tego rozdziatu nie sg zacytowane w tekscie.
Rozdziatl ,Wstep’, obejmujgcy 21 stron, stanowi bardzo dobre, jednakze dos¢ ogodlnie ujete,
wprowadzenie do tematyki badan. Autorka wspomina o wstecznej kaskadzie sygnatowej na linii
mitochondria-jadro, jednak brak bardziej szczegdlowych informaciji o jej efektorach, biatkach w nig
zaangazowanych (zresztg wykorzystanych w badaniach Autorki), informacji o mechanizmach tej
sciezki sygnatowej, o uzupetnienie ktérych prositabym w trakcie publicznej obrony.

W 21 stronicowym rozdziale ,Materiaty i metody” w poprawny i szczegdtowy sposob opisane
zostaty stosowane metody badawcze, typowe w pracy na modelach komérkowych. Informacje
zawarte w tym rozdziale umozliiwiajg analize przeprowadzonych eksperymentéw, a w przysziosci
ich powtoérzenie przez niezaleznych badaczy. Zastosowana metodyka badan jest odpowiednio
dobrana do stawianych celéw badawczych. Cenny jest Schemat 1 tego rozdziatu, gdyz wraca sie
do niego czesto w trakcie lektury rozdziatu ,Wyniki”.

W rozdziale ,Wyniki" (63 strony) Autorka przedstawita wyniki przeprowadzonych
eksperymentéw. Eksperymenty zostaty wykonane z nalezytg starannoscia, stanowiag logiczny ciag
od ustalenia warunkéw pracy, np. stresu, wieku hodowli, czy stezenia daidzeiny po wiasciwe
eksperymenty i wnioski z nich wynikajace. Forma opisu wynikow jest niezwykle zwiezia, ogranicza
sie whasciwie do opisu ryciny, co powodowato niejednokrotnie konieczno$§¢ powrotu do rozdziatu
,Materialy i metody’, aby zrozumie¢ w jaki sposéb eksperyment zostat przeprowadzony. W
niektorych przypadkach zdanie opisu jak eksperyment zostat przeprowadzony utatwitoby $ledzenie
tego rozdziatu. Bardzo pomocne sg dwie zbiorcze tabele sumujace uzyskane obserwacje w tej
czesci rozprawy: jedna po opisie pierwszej czesci wynikow, podsumowujaca jakie zmiany w
badanych parametrach zachodza w komoérkach traktowanych TBH i tych z pdzniej fazy hodowil,
oraz druga po opisie wynikéw drugiej czgsci - efektu daidzeiny na badane aspekty fizjologii komorki
w tych dwéch modelach. Gtéwne wyniki uzyskane przez Autorke zostaty opisane powyzej. W tym
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miejscu chciatabym poprosi¢ jedynie Autorke o uzupeinienie / komentarz do nastepujgcych
zagadnien:

- Rycina 4.1, pierwsza, gdyz sg w pracy dwie ryciny oznaczone tym numerem, Autorka pisze o
wzroscie $miertelno$ci pokazujgc zdjecia komoérek. Prosze podaé w jaki sposéb rozrézniono
komorki umarte i ile wzrost ten wynosit, czy byt wyrazony w %-ach? Nie ma tych informacji w
tekscie.

- Legenda do Ryciny 4.15 podaje ,(tacznie co najmniej 60 mitochondriéw)”. W jaki sposéb
wyodrebniono jedno mitochondrium?

Autorka wyniki swoich badan odnosi do wynikéw innych badaczy w rozdziale ,Dyskusja”,
omawiajac je i analizujgc na tle danych literaturowych. Ten rozdziat rozprawy potwierdza
umiejetnoS¢ samodzielnej krytycznej analizy swoich danych oraz ogéing wiedze teoretyczng
Kandydatki w dyscyplinie. Autorka potrafi stawia¢ hipotezy w jaki sposéb wyjasni¢ swoje,
niejednokrotnie sprzeczne wyniki. Np. na stronie 132 Autorka zaproponowata mechanizm
teoretyczny wyjasniajacy zmiany w poziomie réznych RFT w cytoplazmie i mitochondriach pod
wplywem daidzeiny skoniugowanej z TPP*. Warto byloby ten, spekulacyjny co prawda, jak sama
Autorka napisata, model przedstawi¢ schematycznie. Rozdziat ,Dyskusji” opatrzony jest
podsumowaniem wnioskéw z rozprawy, w sposdb szczegdtowy i ogoiny. Takie podsumowanie jest
konieczne przy tego typu badaniach. Czuje nadal jednak niedosyt, czy badania jakie przeprowadzita
Autorka pozwalajg na wniosek, ze tu zacytuje ,We wczesnych etapach starzenia, zaréwno
indukowanego jak i replikacyjnego, moze nastepowaé indukcja wstecznej kaskady sygnatowej
poprzez podniesiony poziom RFT i Ca** w komoérce.” Moze to wynikaé z brakujgcych informacji na
temat mechanizmu tej Sciezki sygnatowe;j - o ile jest znany. Poprosze o odniesienie sie do tej kwestii
w trakcie obrony.

Bibliografia zawiera 202 pozycje wskazujgce, ze Autorka wykazata sie znajomoscia literatury
dotyczacej przedmiotu badan, niemniej trzy $wieze prace z obszaru badan zostaty pominigte i nie
wykorzystane we ,Wstepie” czy ,Dyskusji” (PMID 34673406, 29436666, 28400805).

Po lekturze rozprawy, stwierdzam, ze Autorka opanowata umiejetno$é przygotowywania
tekstéw naukowych. Autorka nie ustrzegta sie zapozyczenia stownictwa z jezyka angielskiego, np.
»inhibicja” zamiast ,hamowanie”, i nielicznych literobwek, co oczywiscie nie umniejsza mojego
powyzszego wniosku.

Podsumowanie

Whyniki prac badawczych zaprezentowanych w rozprawie nie zostalty opublikowane. Mgr
Karolina Piecyk jest jednakze wspétautorkg dwoch innych artykutéw. Mozna spodziewaé sie, ze
dorobek mgr Karoliny Piecyk poszerzy sie o kolejng publikacje opisujaca wyniki rozprawy.
Podsumowujgc, w mojej opinii praca doktorska przedstawiona przez mgr Karoling Piecyk spetnia
wszystkie wymagania potrzebne do uzyskania stopnia doktora nauk biologicznych, okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 r. poz.
478, 619, 1630). W zwigzku z tym rekomenduje Radzie Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN o przyjecie mgr Karoline Piecyk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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