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Recenzja

rozprawy doktorskiej lek. wet. Ariadny Pielok
pt. ,,Male niekodujqce RNA jako potencjalne narzedzie diagnostyczne oraz terapeutycine
w insulinoopornosci”,
wykonanej pod kierunkiem Prof. dra hab. Krzysztofa Marycza oraz Phd Lukasa
Valihracha
w Katedrze Biologii Eksperymentalnej
na Wydziale Biologii i Hodowli Zwierzat

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo z dnia 8 listopada 2023 r.
(BDDDO0000.NB.4100.21.2023),Przewodniczqcej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu,

prof. dr hab. inz. Edyty Kostrzewy-Sustow.

1. Informacja o ocenianej rozprawie doktorskiej

Przedtozona do oceny praca sktada si¢ z cyklu czterech, spdjnych tematycznie, artykutow
o tacznym wspotczynniku wpltywu (IF) wynoszacym 18,216 oraz liczbie punktow MEIN
réwnej 380. Nalezy zauwazy¢, ze opisane powyzej wskazniki naukometryczne sa
wysokie i odnoszg si¢ do trzech artykutow cyklu, ktore ukazaty si¢ w czasopismach naukowych
indeksowanych w JCR, ujetych w wykazie sporzadzonym zgodnie z przepisami wydanymi

na podstawie art. 267 ustawy z dnia 20 lipca 2018, tj. znajdowatly si¢ na liScie czasopism
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punktowanych, stanowigcych zatgcznik do komunikatu Ministra Edukacji i Nauki z dnia
9 lutego 2021 oraz z dnia 17 lipca 2023 — w odniesieniu do pracy z roku biezacego. Czwarta
publikacja cyklu zostala dotaczona w formie tzw. preprintu, ktory obecnie znajduje si¢
W repozytorium na stronie internetowej preprints.org.

Podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora stanowig nast¢pujgce prace:

Pielok A., Marycz K.: Non-coding RNAs as potential novel biomarkers for early diagnosis of
hepatic insulin resistance, International Journal of Molecular Sciences, 2020, 21, 11: 1-19; DOI:
10.3390/ijms21114182.

Marycz K., Pielok A., Kornicka-Grabowska K.: Equine hoof stem progenitor cells (HPC)
CD29 + /Nestin + /K15 + - a novel dermal/epidermal stem cel population with a potential
critical role for laminitis treatment, Stem Cell Reviews and Reports, 2021, 17, 4: 1478-1485;
DOI: 10.1007/s12015-021-10187-x

Pielok A., Kepska M., Steczkiewicz Z., Grobosz, S., Bourebaba L., Marycz, K.: Equine Hoof
Progenitor Cells Display Increased Mitochondrial Metabolism and Adaptive Potential to a
Highly Pro-Inflammatory Microenvironment. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 11446. DOI:
10.3390/ijms241411446

Pielok A., Kroliczewski J., Kepska M., Marycz K.:A Comparative Study of Equine Hoof
Progenitor Cells and Adipose-Derived Stem Cells in Hyperinsulinemia. Preprints 2023, DOI:
https://doi.org/10.20944/preprints202309.1605.v1

Z treSci zalagczonych o$wiadczen oraz danych zawartych w wymienionych wyzej
publikacjach wynika, ze Pani lek. wet. Ariadna Pielok miala wiodacy udzial w powstaniu
kazdej z nich. W pierwszej, trzeciej oraz czwartej publikacji byla pierwszym autorem oraz
pehita rolg autora korespondujacego. Tres¢ zataczonych oswiadczen precyzyjnie definiuje
merytoryczny udziat Doktorantki w kazdej pracy natomiast trudno zweryfikowa¢ oswiadczenie
o polemice z recenzentami w przypadku czwartej publikacji cyklu, poniewaz z informacji
znajdujacej si¢ na stronie preprints.org wynika, ze praca zostata przestana 22 wrzesnia (w dniu
ztozenia o$wiadczenia), natomiast do dnia 25 wrzes$nia 2023 r, tj. do czasu umieszczenia jej
W zasobach internetowych nie byta poddawana procedurze recenzji, co zaznaczono
adnotacjg: ,,not peer-reviewed”. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze publikowanie
tzw. preprintow jest powszechng praktyka pozwalajaca na trwala dokumentacje wynikow
badan naukowych w czasie gdy praca przechodzi, nierzadko dhlugotrwaly, proces recenzji

i cyklu redakcyjnego. Majac nadany numer DOI jest ona obecna w zasobach internetowych
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rozstrzygajac o pierwszenstwie w zakresie badan, szczegdlnie majacych pionierski charakter.
Z tego powodu uznane instytucje Swiatowe, zajmujace si¢ finansowaniem badan naukowych,
takie jak: US National Institutes of Health i Wellcome Trust akceptujg cytowanie preprintow

we wnioskach o dotacje.

Bioragc pod uwage nowatorski charakter badan Doktorantki dotaczenie preprintu pracy
do cyklu artykutow, stanowigcego podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora, jest

w peini uzasadnione.
Ocena merytoryczna

Tematyka podjetych badan jest niezwykle ciekawa, poniewaz dotyczy zagadnien
zwigzanych z zespolem metabolicznym w  kontek$cie poszukiwania markerow
umozliwiajacych jego wczesng diagnostyke oraz roli komorek macierzystych w patogenezie
choroby i poszukiwania mozliwo$ci ich potencjalnego wykorzystania w terapii ochwatu u koni.
Mimo, ze badania dotycza zmian u koni to ich znaczenie nalezy rozpatrywa¢ w znacznie
szerszym konteks$cie, poniewaz obszar badan Pani lek. wet. Ariadny Pielok jest wazny
spotecznie i $ci§le zwigzany z problemami wspotczesnego Swiata zmagajacego si¢ z narastajaca
liczba przypadkéw zespotu metabolicznego u ludzi. Dane krajowe wskazuja, Ze czgsto$é
wystepowania zespolu metabolicznego wzrasta w osi czasu. Na poczatku lat dwutysiecznych
szacowano, ze co piaty mieszkaniec Polski w wieku 20-74 lata mial objawy zespotu
metabolicznego, podczas gdy w badaniach z roku 2014 jego obecno$¢ stwierdzono juz u 33%
kobiet i 39% mezczyzn. Podobne obserwacje dotycza innych rejonow $wiata dlatego, w opinii
recenzenta, z uznaniem nalezy si¢ odnie$¢ do aktywnos$ci naukowej Doktorantki. Mimo, Ze
badania dotycza gatunku taksonomicznie odlegtego od cztowieka majg istotny wklad w
uzupelnienie obecnego stanu wiedzy na temat zespotu metabolicznego. Proba ustalenia
skutecznych metod wczesnej diagnostyki wymienionych zaburzen oraz roli komorek
macierzystych w ich przebiegu stanowi niezwykle cenny wktad w rozwoj nauk biologicznych
I weterynaryjnych, zwtaszcza w odniesieniu do ich zwigzku z najczgsciej wystepujacg chorobg
narzadu palcowego (tla nieurazowego) u koniowatych jakim jest ochwat. Mimo, ze jest
to choroba znana od momentu udomowienia konia, wciaz stanowi wazny problem kliniczny.
Ochwat nie doczekat si¢ w petni efektywnych metod leczenia i w cigzkich przypadkach jest

przyczyna eutanazji zwierzat.

Doktorantka jasno okreslita hipotezy badawcze oraz cele badan, ktére pozwolily

zweryfikowaé przyjete zatozenia, ze miRNA oraz IncRNA moga stanowi¢ czule i swoiste



markery insulinoopornosci, szczegolnie tta watrobowego oraz, ze analiza sekretomu miRNA
komorek macierzystych korony kopyta (HPC) moze by¢ zrodtem informacji na temat przebiegu

ochwatu.

Pierwsza publikacja cyklu jest praca przegladowa, ktora ukazata si¢ w roku 2020. Stanowi
ona obszerne omodwienie stanu aktualnej wiedzy na temat mozliwos$ci zastosowania analizy
transkryptow miRNA oraz IncRNA we wczesnej diagnostyce insulinoopornosci watrobowe;.
Jest ona doskonatym wprowadzeniem do zrozumienia ich wartosci diagnostycznej a takze
aktywnosci regulacyjnej w $ciezce sygnatowej insuliny w watrobie. Na podstawie przegladu
116 pozycji pisSmiennictwa Doktorantka wyselekcjonowata 6 transkryptow majacych
potencjalng warto$¢ diagnostyczng ze wzgledu na ich zmieniajacy si¢ poziom u pacjentéw
w stanie przedcukrzycowym oraz u pacjentdw z cukrzycg typu 2 i obarczonych zespotem

metabolicznym.

Druga publikacja dotyczyta metodyki izolacji oraz charakterystyki komoérek macierzystych
korony kopyta (HPC — hoof progenitor cells). Morfologia wymienionych komorek zostata
okreslona z wykorzystaniem mikroskopii $wietlnej, konfokalnej oraz elektronowej
z uwzglednieniem analizy obecno$ci wybranych biatek cytoszkieletu. Zastosowanie cytometrii
przeplywowej oraz RT-qPCR umozliwilo analiz¢ ekspresji markeréw powierzchniowych oraz
markeréw charakteryzujacych komorki macierzyste, takich jak biatka: SOX2, OCT4 oraz
NANOG, majace migdzy innymi zdolnos¢ do aktywacji transkrypcji genow miRNA. Wyniki
przeprowadzonych badan pozwolity stwierdzi¢, ze komorki HPC majg wysoki potencjal
proliferacyjny w warunkach in vitro oraz cechujg si¢ plastycznoscia zblizong do macierzystych
komorek mezenchymalnych (MSC). Na tej podstawie Autorzy pracy przyjeli zatozenie, ze
w zwiazku z lokalizacja wymienionych komorek oraz ich wysokg aktywnoS$cig proangiogenna

oraz immunosupresyjng moga w przysztosci mie¢ one zastosowanie w leczeniu ochwatu.

Trzecia praca dotyczyla poréwnania komorek HPC z dobrze juz poznanymi
i scharakteryzowanymi komoérkami macierzystymi tkanki tluszczowej (ASC). Niezwykle
istotnym elementem badan byta analiza komoérek utrzymywanych w warunkach prozapalnych,
pozwalajacych nasladowaé $rodowisko tkankowe w trakcie ochwatu. Zbadano ekspresje
wybranych markeréw fenotypowych, metabolizm, aktywno$¢ mitochondrialng, stres
oksydacyjny oraz apoptoze. Dodatkowo, analizie poddano morfologi¢ wymienionych komorek
oraz ich zdolno$¢ do migracji. Stwierdzono, ze mimo podobnej morfologii oba typ komodrek
macierzystych utrzymywanych w standardowej hodowli oraz w warunkach prozapalnych
r6éznig si¢ istotnie ekspresja markerow apoptozy, immunomodulacji oraz aktywnoscig
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mitochondrialng. Wyniki przeprowadzonych obserwacji pozwolity na przyjecie zatozenia, ze
prawdopodobnie komoérki HPC moga mie¢ by¢ bardziej pomocne w leczeniu ochwatu
Z powodu ich mniejszej zdolnosci do uwalniania metaloproteinaz powodujacych uszkodzenia

macierzy pozakomorkowe;.

Czwarta publikacja cyklu stanowi kontynuacje trzeciej pracy. Dotyczy ona pordwnania
aktywnos$ci komoérek HPC oraz ASC w warunkach imitujgcych hiperinsulinemi¢. Autorzy
pracy stwierdzili, ze HPC cechuja si¢ wigksza odpornoscig na podwyzszony poziom insuliny
stad mozna przypuszczac, ze beda wykazywaty wieksza niz ASC przydatnos¢ w leczeniu

ochwatu u koni obcigzonych zespotem metabolicznym.

Podsumowujac nalezy stwierdzié, ze przedstawiony do oceny cykl prac prezentuje wyniki
nowatorskich badan po§wigconych rozwigzaniu oryginalnego problemu naukowego majacego
potencjalne wartosci aplikacyjne. Artykuty sa spdjne tematycznie, uzupetniaja si¢ wzajemnie,
stanowigc obszerne opracowanie na temat mozliwosci wykorzystania niekodujacych RNA
w roli precyzyjnych markerow chordb metabolicznych oraz potencjatu komoérek HPC w roli
czynnikdw  terapeutycznych. Badania  zostaly  przeprowadzone  wielokierunkowo
z wykorzystaniem nowoczesnych narzedzi gwarantujagcych wiarygodno$¢ uzyskanych
wynikow, a wnioski ptynace z poszczegodlnych analiz sg spdjne, logiczne i w petni uzasadnione.
W zwiazku z powyzszym nalezy bardzo wysoko oceni¢ osiagni¢cie naukowe Pani lek. wet.

Ariadny Pielok.

Rozprawa zawiera jednak pewne niescistosci. W rozdziale ,,Materials and methods” drugie;j
publikacji cyklu, w podrozdziale zatytutowanym ,,Tissue harvest and cel culture” istnieje
nastepujacy opis koni, od ktorych pozyskano materiat badawczy, cyt: ,,Samples of coronary
corium tissue were collected post-mortem from 6 foals, at a local slaughterhouse. The animals
were euthanized for reasons unrelated to this study”. W zwigzku z obowigzujacymi przepisami
weterynaryjnymi zacytowane wyzej zdania pozostaja w wyraznej sprzecznosci bowiem inaczej
definiuje si¢ uboj, a zupeknie inaczej eutanazje zwierzecia. Wymienione w artykule zrebieta
znajdowatly si¢ w ubojni, a zatem podlegaty ubojowi, a nie eutanazji, ktora jest procedurg
odnoszaca si¢ do humanitarnego zakonczenia zycia skrajnie cierpigcego zwierzgcia
w warunkach braku mozliwosci trwalej poprawy stanu jego zdrowia. Podobny blad zostat
powielony w trzeciej publikacji cyklu, gdzie w podrozdziale 4.3. zatytulowanym réwniez
,, Tissue harvest and cel culture” widnieje nast¢pujacy opis, cyt. ,,Samples of coronary corium
and apipose tissue were acquired post-mortem from 6 young horses of random sexes, aged
between 1-2 years, at the local slaughterhouse. The reasons for the animals’ eutanasia were
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unrelated to this study. Before the slaughter, the good health and condition of the animals was
ensured based on a mandatory clinical examination performed by a veterinarian”. W tym
przypadku takze drugie zdanie cytatu przeczy pierwszemu i trzeciemu. Dodatkowo, w rozdziale
4.1. zatytutowanym ,,Study design” wymieniono 2 mtode konie, od ktérych materiat pobrano
w ubojni oraz 8-letnig klacz, od ktorej pobrano probki tkanki thuszczowej z okolicy nasady
ogona. W zwiazku z powyzszym powstaje pytanie od ilu zwierzat tacznie pobrano materiat
stanowigcy podstawe trzeciej publikacji cyklu? Pozostale drobne niescistosci sa gldwnie
wynikiem zapozyczen z jezyka angielskiego, w ktorym opublikowano cykl prac stanowigcych
podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora lub btedow edytorskich. Ich obecnosé jest rzecza
calkowicie naturalng, podobnie jak trudno$¢ z ich uchwyceniem przez piszacego dzieto. Maja
one charakter marginalny, nie wptywajacy na koncowa, bardzo wysoka oceng pracy, lecz
obowigzkiem recenzenta jest ich wskazanie. Mimo, iz jezyk angielski stat si¢
miedzynarodowym standardem obowigzujacym w publikacjach naukowych anglicyzmy nie
powinny znajdowac si¢ w rozdziatach pracy napisanych w jezyku polskim. Trudno zgodzi¢ si¢
ze stwierdzeniem Doktorantki, ze 25% populacji ludzi na $wiecie przektada si¢ na ,.bilion
zachorowan”, poniewaz obecnie liczba ludno$ci na §wiecie osiagneta 8 miliardow 1 jest daleka
od biliona (10'?). Zaktadam, ze jest to zapozyczenie z jezyka angielskiego, gdzie terminem
billion okresla sie liczbe, ktorej nazwa w jezyku polskim brzmi miliard (10°). Uporzadkowania
wymagajg tez zastosowane miana anatomiczne i niektore okreslenia kliniczne. Wprawdzie
ochwat bywa wskazaniem do eutanazji ale zdecydowanie nie jest $miertelng chorobg koni.
Nalezy takze uporzadkowaé nazewnictwo okolicy ciata, z ktorej pobierano komorki HPC,
poniewaz w celu pracy (strona 21 maszynopisu, wiersz 5) okre§lono ja mianem ,.korony
rogotworczej kopyta” natomiast w punkcie 2 celow szczegdtowych (strona 21 maszynopisu,
wiersze 10 i 11) jest juz ona opisana jako ,,Koronka kopyt konskich”. Opis anatomii narzadu
palcowego konia w jezyku polskim jest szczegodlnie trudny (odmiennie niz w jezyku
angielskim) niemniej jednak obie struktury sg wyraznie roznicowane przez morfologéw, petnig
inne funkcje i powinny by¢ precyzyjnie zdefiniowane w tresci pracy. Okreslenie coronary
corium odnosi si¢ do skory wiasciwej korony (tac. corium coronae) jednak na rycinie 1A
w drugiej publikacji cyklu zaznaczono zaré6wno korong jak i obwodke (koronke). Analiza tresci
pracy wyraznie ukazuje rozbiezno$¢ migdzy tekstem w jezyku polskim oraz fragmentami
W jezyku angielskim, a stosowane uproszczenia i1 skroty myslowe przybieraja forme
niekoniecznie zgodng z intencjami Autorki. Na stronie 20 pracy w wierszach 27 i 28 znajduje
si¢ zdanie, ktére pozwole sobie zacytowacd: ,,Zarowno miRNA jak i IncRNA zostaly rozpoznane

jako uniwersalne biomarkery w chorobach takich jak Alzheimer %2, .......”. W tym przypadku
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zastosowanie potocznego okreslenia przewleklej, postepujacej choroby neurozwyrodnieniowej
spowodowato, ze znakomity niemiecki psychaitra Alois Alzheimer, zmarly w roku 1915
profesor Uniwersytetu Wroctawskiego, zostat okreslony mianem choroby. Tymczasem zrodto
piSmiennictwa, ktore w tym miejscu cytuje Doktorantka wyraznie wskazuje, ze chodzi
0 chorob¢ Alzheimera ,,Alzheimer disease”. W tym miejscu nalezy jednak jeszcze raz
podkresli¢, ze sg to btedy drobne, niedecydujace o wysokiej jakosci pracy doktorskiej Pani Lek.
wet Ariadny Pielok.

Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Jednoznacznie wskazany indywidualny,
znaczacy wkiad Kandydatki do stopnia doktora w realizacje badan, wykonanie cze$ci
eksperymentalnej oraz opracowanie i interpretacje wynikow potwierdza wiedz¢ teoretyczng
Doktorantki z zakresu dyscypliny nauki biologiczne, a takze $wiadczy o umiejgtnosei
planowania i realizacji zaawansowanych badan naukowych.

Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska lek. wet. Ariadny Pielok spelnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 2023, poz. 742 ze zm.).

Majac powyzsze na uwadze, przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie lek.
wet. Ariadny Pielok do dalszych etapow postepowania doktorskiego.

Uznajac wysoka warto$¢ recenzowanej rozprawy, wage podjetej problematyki, szeroki
zakres przeprowadzonych badan oraz wysokie wskazniki naukometryczne publikacji
wchodzacych w sktad osiggnigcia sktadam do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu wniosek o wyr6znienie dysertacji.



