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1. Ocena naukowego znaczenia tematyka rozprawy i doboru celéw pracy

Zrozumienie uwarunkowan proceséw starzenia jest jednym z najwiekszych wyzwan
wspotczesnej biologii. W juz ponad stuletniej historii badan nad starzeniem poczesne miejsce
przystuguje hipotezie tempa zycia The Rate of Living Hypothesis) sformutowanej przez
Raymonda Pearla w 1928 r. Wedle niej dtugos¢ zycia ograniczona jest nieznanym czynnikiem,
ktdrego stopniowe wyczerpywanie sprowadza staros¢, a w konsekwencji $mier¢. Oryginalne
sformutowanie hipotezy Pearla ma dzi$ znaczenie historyczne, gdyz pdzniejsze badania
doprowadzity do zastgpienia jej przez hipoteze stresu oksydacyjnego i jej dalsze rozwiniecia.
Stad tez odwotanie sie do hipotezy The Rate of Living (ktérg dalej bede okreslat skrétem
ROL) w tytule recenzowanej rozprawy pani mgr Agaty Rudolf wzbudzito moje zdziwienie.
Byto ono tym wieksze, ze przywotywanie ROL nie ograniczyto sie jedynie do tytutu, ale
konsekwentnie wptyneto na konstrukcje rozprawy i moim zdaniem negatywnie odbito sie na
zawartej w niej argumentaciji.

Wedle dzisiejszego stanu wiedzy, tempo starzenia jest wypadkowg dwéch proceséw:
akumulacji uszkodzen (w duzej mierze powstajgych za sprawg wolnych rodnikéw
generowanych w trakcie oddychania komdrkowego) oraz aktywnosci molekularnych
mechanizmow naprawczych. Tych drugich mechanizméw, o jak sie wydaje, absolutnie
kluczowym znaczeniu dla tempa starzenia, ROL zupetnie nie uwzglednia. Nie uwzglednia ich
rowniez recenzowana rozprawa, pozostajgc tym samym w zgodzie z ROL, ale do pewnego
stopnia ignorujac dzisiejszy stan wiedzy. Usytuowanie rozprawy w kontekscie ROL jest wiec

dla mnie niezrozumiate. Jest ono tym bardziej niezrozumiate, ze prezentowane wyniki mozna



byto bez wiekszych przeszkdéd dyskutowaé i interpretowaé¢ w kontekscie catosci
nowoczesnych pogladéw na temat mechanizmdéw starzenia. Z pewnoscig pozwolitoby to
doktorantce na rzeczowe rozwiniecie wielu watkédw rozprawy, ktére razg skrétowoscia i

powierzchownoscig, do czego jeszcze powrdce.

2. Szczegbdtowa analiza osiggnietych rezultatéw i poprawnosci wnioskowania

W pierwszym rozdziale rozprawy doktorantka zamiescita wyniki poréwnan maksymalnego
tempa metabolizmu wymuszanego bieganiem oraz maksymalnej predkosci biegu w trzech
grupach nornic o réznym wieku. Jej celem bylo przetestowanie szczegdétowego
przewidywania, zgodnie z ktdrym, cytuje ,.... the age-related performance decline is more
profound in the selected than the control lines’. Mam tu dwojakiego rodzaju watpliwosci: po
pierwsze, nie jest jasne, na jakiej podstawie doktorantka przewiduje wyrazniejszy spadek
wydolnosci ruchowo-metabolicznej u myszy selekcjonowanych. We wstepie oraz dyskusji
przypuszczenie to jest podbudowane cytowaniami prac wskazujgcymi na degeneracje
aparatu ruchowego, jako objawu senilnosci. To prawda, zwyrodnienie mies$ni i $ciegien jest
powszechnie uznawane za przejaw starzenia, ale nie rozumiem dlaczego miatoby ono
implikowac szybsze tempo ‘zuzywania’ narzadu ruchu u zwierzat charakteryzujacych sie
wyzszym tempem metabolizmu maksymalnego. Zgoda, tak sformutowane przewidywanie
jest zgodne z historyczng wersjg ROL, o ktdrej pisatem odnoszac sie do celu rozprawy.
Jednakze zupetnie nie uwzglednia ono mozliwosci szybszej i bardziej efektywnej naprawy
uszkodzen, ktérg moga sie charakteryzowaé myszy o wyzszym tempie metabolizmu. Warto w
tym kontekscie podkresli¢, ze doktadnie na takiej przestance opiera sie cata gama dobrze
udokumentowanych rekomendacji biomedycznych zalecajacych aktywnos¢ ruchows jako
sposdb na opdznianie procesu starzenia. Gdyby zatem literalnie zaakceptowaé konsekwencje
przewidywania testowanego w rozdziale | rozprawy, to powinnismy sie powstrzymywac od
aktywnosci ruchowej, w obawie przed przedwczesnym ‘zuzyciem’ naszych Sciegien i miesni.

Warto przy tym zauwazy¢, ze w grupie lll obejmujgcej zwierzeta zaawansowane wiekiem,
myszy selekcjonowane charakteryzowaty sie wcigz daleko wyzszym tempem metabolizmu i
charakterystykami aktywnosci ruchowej, niz zwierzeta kontrolne. A zatem posiadaty one
mechanizmy naprawcze, ktére umozliwity im ich utrzymanie, co najprawdopodobniej jest

efektem selekcji. Ten niebywale istotny watek zostat w rozprawie catkowicie pominiety.



Moje watpliwosci budzi réwniez brak Scistej korespondencji miedzy cytowanym wyzej
sformutowaniem szczegétowej hipotezy i wnioskowaniem statystycznym uzytym do jej
testowania. Jesli przewidywany kierunek zmian jest jednoznacznie okreslony, tzn. powinien
by¢ szybszy w liniach selekcjonowanych, to konsekwentnie doktorantka powinna zastosowac
testy jednostronne, czego nie uczynita.

Nie rozumiem réwniez powodoéw, dla ktérych doktorantka nie podjeta préby bardziej
szczegbtowych analiz zréznicowania maksymalnego tempa metabolizmu w oparciu o
informacje dotyczace sktadu ciata nornic, prezentowane w rozdziale Il. Az sie prosi, by
przeanalizowac wptyw selekcji na metabolizm korygujac go, np., nie tylko o catkowitag mase
ciata, ale takze o mase bezttuszczowq. Ottuszczenie rdzni sie miedzy liniami (rozdziat Il), a
lipidy sg metabolicznie nieaktywne. Zatem zrdinicowanie ottuszczenia moze w istotny
sposdb znieksztatcaé wptyw starzenia na tempo metabolizmu i wydolno$é ruchows, czego
doktorantka w rozprawie nie uwzglednita. Niestety, powyzsza uwaga jest ilustracjg braku
korespondencji i synergii miedzy wynikami prezentowanymi w kolejnych rozdziatach
dysertacji.

Trudno mi sie takze zgodzi¢ z pominieciem w dyskusji cze$ci analiz prezentowanych w
sekcji ‘Results’. Doktorantka wykryta istotng interakcje miedzy masg ciata i efektem grupy
wiekowej, w nastepstwie czego zdecydowata sie dalszg analize prowadzi¢ w oparciu o dwa
modele statystyczne: bez uwzglednienia tej interakcji (model I) oraz z wytgczeniem pierwszej
grupy wiekowej (model Il). Analiza obu modeli pokazata brak wptywu efektu grupy wiekowej
na maksymalne tempo metabolizmu wymuszane bieganiem (VO2run). Jednakie w
pierwszym z nich interakcja efektu linii z wiekiem byta istotna statystycznie (str. 18), co
zostato zupetnie pominiete w dyskusji. Rzecz jasna efekt ten nie jest tozsamy z efektem
selekcji. Jednakze dogtebniejsze przyjrzenie sie zréznicowaniu zachodzgcemu miedzy liniami
mogtaby przynies¢ ciekawe informacje.

Dyskusja, mieszczgca sie ledwie na 2 stronach robi wrazenie powierzchownej, bez
ciekawego pomystu na skojarzenie uzyskanych rezultatéw z doniesieniami z literatury
przedmiotu. Jest to tym bardziej rozczarowujgce, ze w tekscie wielokrotnie cytowane sg
publikacje grupy Kocha i Brittona, ktére mogtyby stanowi¢ dogodny kontrapunkt do
interesujgcego skontrastowania negatywnych konsekwencji niskiej wydolnosci ruchowo-
metabolicznej, szczegdlnie mocno akcentowanej w artykutach autorstwa tej grupy z

rezultatami zamieszczonymi w dysertacji.



Rozdziat drugi rozprawy zawiera rezultaty analizy zréznicowania sktadu ciata, w tym
ottuszczenia i masy aktywnych metabolicznie narzadédw wewnetrznych. Funkcjonalny
zwigzek tych parametrow z ROL byt dla mnie niejasny i takowym po lekturze rozdziatu
pozostat. Nadal nie rozumiem, dlaczego brak interakcji miedzy efektem selekcji i starzeniem
w odniesieniu do skfadu ciata i masy narzgdéw miatby by¢ niezgodny z ROL. Wydaje mi sie,
ze doktorantka niepotrzebnie préobowata tych niezgodnosci szukac i dokumentowaé, zamiast
potraktowaé uzyskane rezultaty jako tto do innych rozwazan, w tym szczegélnie jako zrédto
danych do korygowania np., tempa metabolizmu (przedstawionego w rozdziale 1) o mase
ttuszczu. Nie wykluczato to przeprowadzenia ciekawe] dyskusji o spodziewanej
kierunkowosci zmian masy narzagdéw i ottuszczenia, nawet jesli nie wigzata sie ona
bezposrednio z ROL. Dobrym przyktadem moze tu byé artykut Speakmana i Mitchell (2011,
Molecular Asapects of Medicine) omawiajagcy m. in. zrdznicowanie masy narzgdéw
wewnetrznych i otfuszczenia w kontekscie starzenia i efektu ograniczenia kalorycznego.
Szkoda, ze takiej dyskusji w dysertacji zabrakto.

W kolejnym rozdziale rozprawy autorka przeprowadzita poréwnanie zageszczenia
mitochondriéw i jader komdérkowych w miesniach myszy. Nie moge sie tym miejscu zgodzi¢ z
terminologig zastosowang w tekscie dysertacji, w ktérej mowa jest o zawartosci (content), a
nie zageszczenia (density) mitochondridw i jader. Z opisu metod wynika, ze pod terminem
‘content’ kryje sie liczba np., jader komdrkowych w przeliczeniu na jednostke powierzchni
preparatu histologicznego. Stad tez, jak sgdze, termin ‘zageszczenie’ (density) jest znacznie
bardziej stosowny, i nie jest to li tylko rdznica semantyczna. Najwazniejszy za$ wynik
prezentowany w omawianym rozdziale, wskazujgcy na brak efektéw selekcji i starzenia na
zageszczenie jgder i mitochondriow jest o tyle zaskakujgcy, co trudny do zinterpretowania.
Nie wydaje sie on by¢ nastepstwem uchybien metodologicznych, co potwierdzajg wyniki
dodatkowej analizy powtarzalnosci oznaczen przeprowadzone przez doktorantke. Szkoda
natomiast, ze w analizach nie uwzglednita ona pomiaréw wielkosci mitochondridw i jgder
komodrkowych, ktére mogtyby sta¢ sie dodatkowym, cennym Zrédiem informacji. Na
przyktad, wielkos¢ jader komdrkowych Scisle koreluje z wielkoscig komodrek, co z kolei ma
istotny wptyw na metaboliczne koszty utrzymania potencjatéw btonowych (w wiec i tempa
metabolizmu: Jimenez et al. 2013. Nat. Commun. 4: 2150). Zatem wielkos¢ organelli, a nie

ich zageszczenie, moze by¢ istotnym parametrem réznicujgcym badane grupy zwierzat.



Rownie trudne do zinterpretowania sg prezentowane w rozdziale IV w wiekszosci
negatywne wyniki analiz aktywnosci kluczowych enzyméw cyklu Krebsa izolowanych z miesni
poréwnanych grup nornic. Przy braku jakichkolwiek danych na temat ewentualnego
zréznicowania mechanizméw niwelujgcych stres oksydacyjny, w szczegdlnosci aktywnosci
biatek rozprzegajacych (UPC), prezentowane rezultaty sg po prostu jednostronne. Warto w
tym kontekscie zauwazy¢, ze istotnym, brakujgcym elementem rozprawy (ale chyba takze
catego programu badawczego) jest wykazanie, iz poza maksymalnym tempem metabolizmu
selekcja doprowadzita do zwiekszenia spontanicznej aktywnosci ruchowej, a co za idzie,
systematycznego zwiekszenia tempa metabolizmu tkanki miesniowej. Warto takze
przypomnieé, ze metabolizm miesni zmienia sie w bardzo szerokim zakresie, a w stanie
spoczynku tylko w nieznacznym stopniu wptywa na BMR. U cztowieka na przyktad, tempo
metabolizmu miesni pozostajgcych w bezruchu jest o rzad wielkosci nizsze, niz aktywnych
metabolicznie narzagdéw wewnetrznych, takich jak watroba i nerki. Jesli wiec selekcja nie
spowodowata zréznicowania ruchliwosci (i permanentnego podniesienia zwigzanych z tym
wydatkéw energetycznych), to poszukiwanie jej efektow w odniesieniu do ROL (w tym
aktywnosci enzymdéw mitochondrialnych) wydaje mi sie nietatwe do uzasadnienia.

Piagty, ostatni rozdziat rozprawy przynosi analize Smiertelnosci nornic, ktérej
rezultaty pozostajg w zgodzie z ogblnym brakiem zrdznicowania badanych w dysertacji
parametréow. Brak réznic statystycznych zawsze nastrecza powazne kiopoty interpretacyjne.
Z pewnoscig nie uprawnia on do zakwestionowania ROL, a co najwyzej stwierdzenia, ze
uzyskane wyniki sg niezgodne z przewidywaniami ROL. Ponadto lektura rozprawy nie
przekonata mnie, ze nornice s3 wyjgtkowo odpowiednim modelem do badai nad
starzeniem, w tym testowania ROL. Owszem, zréznicowanie maksymalnego tempa
metabolizmu, bedace efektem zastosowanego rezimu selekcyjnego, jest bezdyskusyjne.
Jednakze jego potencjalny wptyw na tempo starzenia- juz nie. Na przyktad, selekcja
doprowadzita do zréznicowania tempa metabolizmu podstawowego (BMR, Sadowska i in.
2015. Proc. Roy. Soc. Lond., B). Jednakze jej wielkos¢, mimo statystycznej istotnosci jest
mniejsza niz 10%, co biorgc pod uwage wielorakos¢ czynnikdw wptywajgcych na BMR
niekoniecznie musi sie wigzac¢ ze starzeniem. Nie znalaztem réwniez informacji na temat
efektow selekcji na podwyzszenie metabolizmu zwigzanego z dziennymi wydatkami
energetycznymi (DEE), czy tez spontanicznej aktywnosci ruchowej, o czym pisatem wyze;j.

Niestety, te i inne istotne czynniki mogace wptyngé na uzyskane wyniki nie doczekaty sie



dyskusji ze strony doktorantki, ktéra w rozdziale ‘General Conclusions’ ograniczyta sie do
ponownego, powierzchownego zreferowania najwazniejszych rezultatéw i dosy¢ trywialnych

stwierdzen odnoszacych sie do ich zgodnosci, badz niezgodnosci z danymi literaturowymi.

3. Forma prezentacji rozprawy

Pod wzgledem redakcyjnym i estetycznym rozprawa nie budzi wiekszych zastrzezen, z
wyjatkiem niedostatecznej czytelnosci niektdrych rycin o zbyt matych wymiarach (np., Fig. 2)
i drobnych btedéw edytorskich (np., niezrozumiatego w angielskim skrétu ‘Tab.” zamiast
‘Table’). Rozdziaty sktadajgce sie na dysertacje sg opatrzone lapidarnymi wstepami i
dyskusjami, przez co ich teksty sg niebywale zwarte, ale jednoczesnie dalekie od
szczegdtowosci pozwalajgcej na uznanie ich za ukonczone maszynopisy anglojezycznych
artykutéw naukowych. Réwnie lapidarne jest ogdlne podsumowanie zamykajace tekst, ktore,
jak wspomniatem wczesniej, w zbyt wielkim stopniu postuzyto do ponownego przywotania
najwazniejszych wynikow.

Rozprawa nie zawiera informacji o ewentualnych wspétautorach przygotowywanych
publikacji, cho¢ naktad pracy, ktéory musiat byé niezbedny do zebrania danych

prezentowanych w rozprawie ewidentnie wskazuje, ze sg one plonem zespofowego wysitku.

4. Whnioski koncowe

Ocena rozprawy doktorskiej w ostatecznym rozrachunku musi mieé¢ charakter jakosciowy.
Uwazam, ze liczne mankamenty, jakimi obcigzona jest rozprawa mgr Agaty Rudolf nie
przewazajg nad naukowg wartoscig rezultatow sktadajgcych sie na jej dysertacje,
niewatpliwie spetniajgcej warunki wymagane do uzyskania stopnia doktora. Jednakze ich
opublikowanie w liczgcych sie periodykach naukowych bedzie od autorki wymagato jeszcze
duzo pracy, w czym, mam nadzieje, moje uwagi bedg pomocne. Konkludujgc: wnosze o

dopuszczenie mgr Agaty Rudolf do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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