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Recenzja zostala wykonana w oparciu o uchwalg Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu (nr 47.2023 NB), podjeta w dniu 17 pazdziernika
2023 r. w zwigzku z postgpowaniem wszczetym celem nadania Pani lek. wet. Ariadnie Pielok
stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
Recenzja uwzglednia wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo

o szkolnictwie wyzszym (Dz. U. z 2023, poz. 1668 ze zm.).

Ogolna charakterystyka i formalna ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska dotyczy problemu insulinoopornodci u koni, ktéry jest coraz
czgsciej diagnozowany i moze mie¢ powazne, negatywne konsekwencje, takie jak zespot
metaboliczny (Equine Metabolic Syndrom - EMS). Wcigz poznawana patofizjologia EMS jest
efektem wspotdziatania wielu czynnikéw, w tym genetycznych i srodowiskowych.
Charakteryzuje si¢ wystepowaniem otylosci, insulinoopornodci oraz zapalenia tworzywa
kopytowego (laminitis, ochwat). Na zwigkszajacg si¢ liczbe potwierdzonych przypadkow
insulinoopornosci u koni nie bez wptywu pozostaje coraz szersza diagnostyka. Doktorantka
zaproponowata w swojej rozprawie doktorskiej nickodujace RNA: dlugie niekodujgce RNA
(IncRNA) i mikroRNA (miRNA) oraz komorki macierzyste korony rogotworczej (HPC) jako
nowatorskie narzedzia do wykorzystania przy EMS.

W niekodujgcych fragmentach RNA, stanowiacych ok. 98 % catego DNA znajduje sie

informacja kodujaca czasteczki regulacyjne, ktérymi m.in. sa IncRNA oraz krétsze od nich
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miRNA. Ostatnie lata przyniosty szereg doniesien o zmianach w ekspresji miRNA w réznych
zaburzeniach, w tym metabolicznych, wydzielania insuliny i rozwoju komdrek wysp
trzustkowych. Ze wzgledu na fakt, ze miRNA sg oporne na dziatanie RNazy i pozostaja stabilne
w tkankach i1 plynach ustrojowych, mogg by¢ specyficznymi wskaznikami zaburzen
metabolicznych. O roli IncRNA wcigz wiemy niewiele, ale podejmowane sg proby
ustanowienia ich jako celu terapeutycznego, np. w diagnostyce i leczeniu raka jajnika.

Poza probg okreslenia roli niekodujacych fragmentéw RNA w insulinoopornosci
~ u konia, Doktorantka zalozyla, ze mezenchymalne HPC biorg udzial w patofizjologii ochwatu
1 powigzala ich udzial z analiza reakcji na proces zapalny oraz sekretomu niekodujgcych
fragmentow RNA. Istnieja jednak specyficzne cechy molekularne oraz potencjat terapeutyczny
mezenchymalnych komérek macierzystych, w zaleznosci od tkanki zZrodlowej. Komorki
mezenchymalne izolowane z tkanki ttuszczowej (ASC) sg stosunkowo tatwe do pozyskania,
izolacji, ale ich fenotyp i genotyp moze si¢ r6zni¢ od tych bytujacych w warstwie rogotworczej
kopyta (w koronie), gdzie dochodzi do ochwatu. Dobranie odpowiedniej populacji komérek
macierzystych moze mie¢ zatem znaczenie w celu zrozumienia patofizjologii syndromu
metabolicznego koni, w tym ochwatu, a docelowo do opracowania terapii i diagnostyki tych
schorzenia u koni.

Rozprawa doktorska sktada si¢ trzech opublikowanych artykulow naukowych,
poprzedzonych Wstgpem przyblizajacym tematyke badan, nakre$leniem Celu pracy,
sformutlowaniem Hipotez badawczych oraz Komentarzem do osiggnie¢ opisanych
w zalgczonych pracach. Po komentarzu do publikacji Doktorantka zamiescita rozdzial
Dyskusja oraz Wnioski. W rozprawie znajdujg sie ponadto Spis skrotow i literatury.

Chociaz Doktorantka wyszczegdlnita cztery publikacje, jako wchodzace w sktad rozprawy
doktorskiej, to ostatnia z nich nie zostata opublikowana i ze wzgledu formalnego nie moze by¢
zaliczona (Pielok Ariadna, Kroliczewski Jarostaw, Kepska Martyna, Marycz Krzysztof: A
comparative Study of Equine Hoof Progenitor Cells and Adipose-Derived Stem Cells in
Hyperinsulinemia).

Pani lek. wet. Ariadna Pielok jest pierwszym autorem w dwoéch sposrod trzech
publikacji, a w trzeciej drugim autorem. Jej udziat w powstaniu manuskryptéw jest dominujacy,
zgodnie z zamieszczonymi o$wiadczeniami. Wyniki pracy zostaly zamieszczone
w recenzowanych czasopismach o wysokim wspolczynniku wplywu. Pierwsza publikacja
wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej jest praca przegladowa, opublikowang w czasopismie
,International Journal of Molecular Sciences” o [F=5,924 (zgodnie z rokiem publikacji, MEIN

— 140), druga praca eksperymentalna zostala opublikowana w czasopismie ,,Stem Cell Reviews

2



and Reports” o IF=6,692 (zgodnie z rokiem publikacji, MEiN=100), a trzecia praca
eksperymentalna w czasopismie . International Journal of Molecular Sciences” o IF=5,6
(zgodnie z rokiem publikacji, MEiN=140). Laczny IF trzech publikacji wehodzacych w skiad
kompilacji wynosi 18,19, a taczna liczba punktéw MEiN — 380.

Rozprawe doktorska rozpoczyna Streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
Siedmiostronicowy Wstep zawiera opis dzialania insuliny, procesu insulinoopornosci
u czlowieka, EMS, ochwatu i potencjalnego zaangazowania komoérek macierzystych oraz

niekodujgcych fragmentéw RNA w terapii EMS.
| Wyodrgbniono dwa cele rozprawy doktorskiej:

1. selekcja kandydatéw do wezesne] diagnostyki insulinoopornosci watrobowej sposrod
niekodujacych fragmentéw RNA (miRNA oraz IncRNA),

2. opracowanie protokotu izolacji oraz charakterystyka HPC, ze wzgledu na ich udziat
w patofizjologii ochwatu oraz potencjal terapeutyczny.

Doktorantka sformutowala dwie hipotezy badawcze, wedlug ktérych:

1. miRNA oraz IncRNA mogg by¢ wykorzystane jako markery we wezesnej diagnostyce
insulinoopornosci watrobowej,

2. komoérki macierzyste korony rogotwérczej kopyta biora udzial w patofizjologii
ochwatu, a analiza sekretomu miRNA HPC w warunkach fizjologicznych i podczas
indukowanego procesu zapalnego stanie si¢ podstawg do opracowania diagnostyki oraz
terapii ochwatu.

W nastepnej kolejnosci zostaty zamieszezone Komentarze do publikacji wchodzacych w sklad
rozprawy doktorskiej. Trzy sposrod czterech publikacji wchodzacych w sklad rozprawy
doktorskiej zostaly juz opublikowane, a przed przyjeciem ich do publikacji zrecenzowane,
zatem ponowna ich recenzja przeze mnie nie ma uzasadnienia. Natomiast czwarty komentarz
dotyczy czesci badan poréwnawezych mezenchymalnych komérek HPC i ASC w warunkach
cksperymentalnie indukowanej hiperinsulinemii (badania nieopublikowane). Wykazano,
ze HPC i ASC wykazuja podobng dynamike oraz odpowiedz w warunkach hiperinsulinemii,
jednak komérki HPC charakteryzuje inny poziom ekspresji wybranych miRNA,
co predysponuje HPC do wykorzystania w terapii ochwatu.

Dyskusja zajeta 4 strony. Doktorantka wyodrebnita trzy fragmenty miRNA : mir-802, mir-122
oraz mir-499 oraz trzy fragmenty IncRNA: MALATI1, MEG3 oraz H19 jako potencjalnych
markeréw  insulinoopornodci.  Omoéwila nastepnie  potencjal  wyizolowanych
i scharakteryzowanych komérek HPC do terapii ochwatu i poréwnata te komérki z komérkami

ASC. Zaznaczyta, ze wyniki Jej badan wykazaly, ze HPC posiadaja podobna morfologie
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do  komorek ASC, ale nizszy potencjal proliferacyjny oraz migracyjny, co sugeruje,
ze aktywnos¢ HPC moze by¢ ograniczona tkankowo. Ponadto HPC wykazywaly nizsza
ekspresje metaloproteinaz w warunkach fizjologicznych, co predysponuje Je do uzycia w terapii
ochwatu.

Na podstawie wynikéw osiggnigtych w pracy doktorskiej sformulowano dziewie¢ wnioskéw.

W Spisie literatury zawarto 130 pozycji.

Ocena rozprawy doktorskiej
Catos¢ przedstawionych wynikéw ujetych jako kompilacja trzech publikacji uwazam
za oryginalne osiggniecie badawcze, ktore spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim.

Do szczegdlnych osiagnieé ocenianej rozprawy doktorskiej zaliczam:

1. Wyodrebnienie na podstawie dostepnej literatury niekodujgcych RNA: miR-802, miR-499,
miR-122, IncRNA MALAT1, IncRNA MEG3, IncRNA H19 jako potencjalnych markeréw
insulinoopornosei watrobowej oraz schorzen metabolicznych.

2. Wyizolowanie oraz scharakteryzowanie HPC w kierunku opracowania terapii ochwatu.

3. Poréwnanie morfologii, potencjatu proliferacyjnego i migracyjnego ASC i HPC
w warunkach fizjologicznych i eksperymentalnie indukowanego procesu zapalnego oraz
wykazanie:

® nizszego potencjalu proliferacyjnego i migracyjnego ASC,

® nizszego poziomu ekspresji metaloproteinaz oraz wyzszego poziomu ekspres;ji
VEGFA HPC,

e wigkszej odpornosci na stres oksydacyjny oraz wyzszego poziomu dynamiki
mitochondrialnej HPC,

e r1oznej dynamiki mitochondrialnej podczas procesu zapalnego dla badanych
komérek mezenchymalnych,

® zaangazowania okreslonych miRNA (miR-21-5p, miR-27a, miR-30c-5p,
miR-34a-5p, miR34c, miR-96-5p, miR-125a, miR-125b-5p, miR-218, miR-451)
w HPC podczas procesu zapalnego i wskazanie ich potencjalnej roli w patofizjologii

ochwatu, a takze potencjatu diagnostycznego oraz terapeutycznego.



Komentarz, pytania i uwagi

1. Rozprawa doktorska jest wyrazem zaangazowania Doktorantki na kazdym etapie jej
powstania poniewaz wykazata si¢ Ona dociekliwo$cig naukowg w postaci wnikliwego
przeprowadzenia przegladu literatury, jaki wykorzystala w pierwszej pracy wchodzacej
w sklad rozprawy (DOI:10.3390/ijms21114182), ale réwniez podczas opracowania
dysertacji. Jej bogaty i prawidtowo dobrany warsztat metodyczny uzyty przy wykonywaniu
doswiadczen na komorkach macierzystych $wiadczy o znajomos$ci praktycznej pracy
laboratoryjnej. Wyniki badan eksperymentalnych zostaly opublikowane w dwéch kolejnych,
bardzo cenionych czasopismach, co z kolei $wiadczy o wysokim poziomie uzyskanych
wynikéw i bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do opracowania wynikéw oraz
doprowadzenia ich do finalnej wersji artykulow (DOI:10.1007/s12015-021-10187-x,
DOI:10.3390/ijms241411446). Mimo, ze ostatnia cze$¢ badan nie zostala jeszcze
opublikowana, to praca doktorska jest sp6jna, a trzy publikacje jakie weszly w jej skiad sa
wystarczajace do ubiegania si¢ o stopien doktora.

2. Tytul pracy doktorskiej powinien zosta¢ doprecyzowany poniewaz nie zawiera sie w nim

znaczna ¢zg$¢ wykonanych badan majacych na celu opracowanie protokotu izolacji oraz
charakterystyke komorek progenitorowych korony rogotworczej kopyta, ze wzgledu na ich
udzial w patofizjologii ochwatu oraz potencjal terapeutyczny.
Chociaz pierwsza publikacja przegladowa nie dotyczyla stricte selekcji niekodujacych
fragmentow RNA jako kandydatéw do wezesnej diagnostyki insulinoopornosci u konia, to
w dalszej czesci rozprawy doktorskiej zaréwno cze$¢ doswiadczalna, metodyczna
i wnioskowanie dotyczy schorzenia diagnozowanego u konia. Zatem w tytule rozprawy
doktorskiej powinna widnie¢ nazwa gatunku.

3. Niekompletny tytul rozprawy w dalszej czeSci rozprawy wigze sie z tym, ze zostat
sformulowany cel gtéwny i cel dodatkowy. W mojej opinii ten cel dodatkowy jest jednak
wiodacy, skoro ostatecznym zwienczeniem jego realizacji sg dwie sposrod trzech publikacji
wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej. Zatem w dysertacji powinny by¢ postawione
dwa glowne, rdwnorzedne cele badawcze i dwie gtdéwne hipotezy badawcze.

4. Istnieja dane literaturowe dotyczace ekspresji miRNA u koni z ochwatem, jednak
w pierwszej publikacji Doktorantka pomingta przeglad literatury dotyczacy tego gatunku,
a skupifa si¢ na insulinoopornosci u czlowieka. Oczekiwalabym poszerzenia wiedzy
z badanego zakresu, np. 0 omowienie wynikéw pracy Lecchi i in. 2018. (Animal.;12:366-
375, doi: 10.1017/S1751731117001525) podczas obrony pracy doktorskie;j.



5. Rozdzia% Dyskusja nie zostat podzielony na podrozdziaty, a wg mnie taki podziatl ulatwiltby
prowadzenie dyskusji osiggnictych wynikow z dostepng literaturg oraz sprawitby, ze tekst
jest bardziej przejrzysty dla odbiorcy, np. Doktorantka przechodzi z omoéwienia tematyki
dotyczacej komérek macierzystych do niekodujgcych fragmentéw RNA bez zaznaczenia
tego jako kolejnego podrozdziatu czy nawet bez wydzielenia kolejnego akapitu.

6. Proszg o wyjasnienie dlaczego nie ma konsekwencji w rozprawie doktorskiej jesli chodzi
0 wyb6r niekodujgcych RNA potencjalnie zaangazowanych w insulinoopornos$¢. Dlaczego
Doktorantka nie wzigta pod uwage fragmentéw RNA jakie wybrata w pierwszej publikacji
do badan w IV ostatniej publikacji (badania nieopublikowane do czasu wykonania recenzji)?

7. Whnioski  sformutowane zostaly  nieczytelnie. Proponuj¢ ich przeredagowanie
1 uporzagdkowanie ze zwrdceniem uwagi na najwazniejsze osiagnigcia wynikajace
z uzyskanych badan oraz przedstawienie ich podczas obrony pracy doktorskie;.
Watpliwosci budzi sformutowanie oczekiwan co do HPC we wniosku nr 4. Ten typ komorek
ma potencjat do wdrozenia w terapii ochwatu mimo ,,nizszego potencjatu proliferacyjnego
oraz migracyjnego”. Komoérki APC moga by¢ wykorzystane w innych schorzeniach, by¢
moze w szerszym kontek$cie, natomiast tzw. celowana terapia z uzyciem HPC, moze
ostatecznie mie¢ wiecej zalet i by¢ efektywniejsza.
Whnioski nr 4 i 9 w obecnym brzmieniu maja sprzeczny wydzwiek, czy mozna je
sformutowac bardziej precyzyjnie?

8. Nie mam uwag dotyczacych merytorycznego opracowania rozprawy doktorskiej. Natomiast
z recenzenckiego obowiazku zwracam uwage, ze Autorka nie ustrzegta sie od niedociggnieé
jezykowych, do ktérych naleza gléwnie bledy literowe, interpunkcyjne i drobne bledy
stylistyczne, ale nie umniejszaja one wartosci merytorycznej pracy.

9. Wyniki badan jakie Doktorantka zebrata jako czwarta publikacja, wystana do IIMS (Pielok
Ariadna, Kréliczewski Jarostaw, Kepska Martyna, Marycz Krzysztof: A comparative Study
of Equine Hoof Progenitor Cells and Adipose-Derived Stem Cells in Hyperinsulinemia), sa
W mojej opinii clou catej rozprawy doktorskiej i jestem bardzo ciekawa czy na etapie obrony
pracy publikacja zostala przyjeta do publikacji oraz na jakim etapie obecnie znajduje sie,

proszg o informacj¢ podczas obrony pracy doktorskiej.



Podsumowanie i wniosek koncowy

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi i komentarze stanowig element naukowego
dyskursu i nie umniejszaja wartogci merytorycznej dysertacji. Praca napisana Jjest poprawnie,
wyniki zostaly opublikowane w trzech publikacjach o wysokim IF. Niekodujace fragmenty
RNA, jak i HPC moga postuzy¢ odpowiednio jako narzgdzie diagnostyczne oraz terapeutyczne
W insulinoopornosci oraz do opracowania terapii ochwatu, a dalsze badania nad poznaniem ich
funkcji bedg podstawa wartosciowych publikacji.

W mojej opinii, rozprawa doktorska lek. wet. Ariadny Pielok stanowi poprawne,
interesujace, cenne naukowo i wdrozeniowo rozwiazanie problemu naukowego. Wyniki
badan zostaly juz czesciowo opublikowane, co $wiadczy nie tylko o ich wysokiej jakosci,
ale réwniez o preznosci i naukowym zacieciu Doktorantki. W zwigzku z tym stwierdzam,
ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,, Male niekodujgce RNA jako potencjalne
narzedzie diagnostycine oraz terapeutyczne w insulinoopornosci’’ spetnia warunki okreslone
wart.187 ust. 1-4 z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 22023,
poz. 742 ze zm.).

W zwigzku z powyzszym przedkladam wniosek o dopuszczenie Pani lek. wet.
Ariadny Pielok do dalszych etapow przewidzianych postepowaniem o ubieganie sie
o stopien doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki

biologiczne.
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