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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Kornickiej-Garbowskiej
pt. ,,Modulacja metabolizmu i dynamiki mitochondriéw oraz metylacji DNA komérek
progenitorowych tkanki tluszczowej izolowanych od koni z syndromem metabolicznym z
wykorzystaniem resweratrolu i 5-azacytydyny"
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Krzysztofa Marycza, prof. nadzw. UP we Wroctawiu
w Katedrze Biologii Eksperymentalnej Wydziatu Biologii i Hodowli Zwierzat

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu.

Komorki macierzyste mezenchymalne/ stromalne (z ang. mesenchymal stem. stromal cells:
MSCs) od lat stanowig przedmiot wielu badan ukierunkowanych na kliniczne zastosowania tych
komorek w naprawie uszkodzen tkankowych. Ze wzgledu nas swoje unikatowe cechy biologiczne, w
tym multipotencjalne zdolnosci do roznicowania w inne dojrzale komérki oraz aktywnos¢
wydzielnicza i produkcje¢ szeregu czynnikow o dzialaniu parakrynnym sprzyjajacych naprawie
tkankowej, komorki MSCs stanowia dzi$ najszerzej stosowang frakcje komorek macierzystych (KM)
w badaniach klinicznych prowadzonych na calym $wiecie z udzialem pacjentow oraz stanowig
przedmiot zainteresowania nauk weterynaryjnych, w tym odnosnie ich auto- i allogenicznego
zastosowania w leczeniu uszkodzen tkankowych u zwierzat.

Ograniczeniem w stosowaniu tych komorek, w szczegdlnosci w ukladach autologicznych,
moze by¢ czgsciowa utrata ich funkcjonalno$ci zwigzana z wiekiem lub chorobami, na ktére cierpi
dawca, a ktore moga wplywac na wlasciwosci biologiczne KM rezydujacych w tkankach. Do takich
chorob naleza m.in. choroby metaboliczne, a w szczegélnosci cukrzyca typu 2 u ludzi, ktorej

negatywnych wplyw na wiasciwosci biologiczne KM, w tym potencjal regeneracyjny, byl juz




wielokrotnie opisywany przez badaczy. W zwiagzku z powyzszym, nowe strategie farmakologiczne
polegajace na zwigkszaniu lub przywracaniu potencjatu biologicznego KM, w tym komadrek MSCs,
poprzez ich farmakologiczne ,,odmtadzanie” (z ang. rejuvenation) stanowia dzi$ istotne wyzwanie oraz

potrzebe medycyny regeneracyjnej.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr Katarzyny Kornickiej-Garbowskiej
wychodzi naprzeciw tym wyzwaniom koncentrujac si¢ na optymalizacji strategii przywracania
potencjatu biologicznego, w tym m.in. wlasciwosci roznicowania oraz poprawy metabolizmu komorek
MSCs pozyskiwanych z tkanki thuszczowej zwierzat (koni) cierpiagcych na syndrom metaboliczny koni
(z ang. EMS — equine metabolic syndrome) poprzez farmakologiczne ich ,,odmladzanie” z
zastosowaniem dwoch zwiazkow: S-azacytydyny (AZA) oraz resweratrolu (RES), majacych wplyw
m.in. na status metaboliczny komorki oraz metylacje DNA. Praca porusza wazne i nowe obszary
dotyczace endogennych procesow zachodzacych w komorkach m.in. wraz z wiekiem oraz w czasie
przebiegu choréb metabolicznych, ktorych regulacja i zahamowanie moze prowadzi¢ do zachowania

wlasciwego potencjatu biologicznego komorek, w tym KM.

W sklad przedstawionej mi do recenzji rozprawy wchodzi pig¢ (5) spojnych tematycznie artykulow
naukowych, w tym cztery (4) pracc oryginalne oraz jeden (1) artykul przegladowy, opublikowanc w
micdzynarodowych czasopismach naukowych o wysokich wspolczynnikach oddzialywania, w tym m.in. w
J Cell Mol Med (1IF=4.658), Oxid Med Cell Longev (IF=4.868), J Clin Med (IF=5.688), Stem Cell Rev Rep
(IF=4.697), co $wiadczy o wysokim poziomie przeprowadzonych badai, ocenionych rownicz przez
niezaleznych recenzentow.

W dwoch (2) z czterech prac oryginalnych, gdzie Doktorantka prezentuje m.in. wyniki swoich badan, Pani
mgr Katarzyna Kornicka-Garbowska jest pierwsza autorka (w tym w jednym jest takze autorem
korespondujacym), w jednym artykule (1) jest autorem ostatnim i korespondujacym oraz w jednym (1)
pozostaje drugim autorem, ale z wiodacym (procentowo) wkladem w powstanic tej publikacji (45%
udziatu). Doktorantka jest takze pierwszym i korespondujgcym autorem w pracy przegladowej
zamykajacej cykl 5-ciu w/w artykulow, ktory podsumowuje rownicz wicdzg w obszarze badawczym.
ktorym w swojej pracy zajmowata si¢ Doktorantka i gdzie na tle wynikow innych zespotow Swiatowych
prezentuje ona takZe swoje osiagni¢cia badawcze uzyskane w zespole Pana prof. Krzysztofa Marycza,
ktory od kilku lat zajmuje si¢ tamatyka zastosowan komorek MSCs w medycynie regeneracyjnej w
weterynarii.

Wklad Doktorantki w przedstawione do oceny prac nie budzi zatem watpliwosci i zostal przy kazdej z

publikacji wykazany stosownym udzialem procentowym potwierdzonym takze przez pozostatych



wspotautorow wspomnianych artykutow naukowych. Z pewnoscig wkiad Doktorantki w powstanie

wynikow badan opublikowanych w przedstawionych pracach byl kluczowy i wiodacy.

Ocena formalna pracy:

Rozprawg rozpoczyna spis tresci i oraz szczegolowy, informatywny spis skrotow oraz Streszczenia w
jezyku polskim oraz angiclskim, w ktorych Doktorantka w sposob zwigzly i informatywny przedstawia
zasadnicze cele i osiggnigeia swojej pracy doktorskiej.

Po nich nastgpuje 12-o0 stronicowy Wstep w jezyku polskim, w ktorym Doktorantka wprowadza czetelnika
w tematykg, ktorej dotycza jej prace naukowe, w tym w obszar medycyny regencracyjnej i zastosowan
komorek macierzystych (KM) MSCs w medycynie i weterynarii, jak rowniez przedstawia problemy
zwigzane z syndromem metabolicznym u koni (EMS), ktéry moze takze prowadzi¢ do dysfunkcji KM
mezenchymalnych (MSCs) u tych zwierzat, uniemozliwiajac autologiczne aplikacje. Doktorantka zwigzle
uzasadnia takze koniecznos¢ opracowywania farmakologicznych podej$é w odnowic funcjonalne;j takich
komorek, wskazujac konkretne procesy komorkowe, ktore moga stanowié cele takich dzialan. Koncepcje
prowadzonych przez sicbie badan Doktorantka dobrze uzasadnia na tle badan swiatowych oraz biczacych
potrzeb medycyny regeneracyjnej. Wstgp jest zaopatrzony w informatywna Rycing podsumowujaca
nickorzystne procesy zachodzace w komoérkach MSCs w tkanach zwierzat obarczonych EMS, na ktorych
Doktorantka koncentrowata si¢ w swoich badaniach naukowych modulujac ich przebieg z zastosowaniem
AZA i RES.

W kolejnej czgsci rozprawy poprzedzajacej przedstawione do oceny artykuly naukowe, Doktoratka
przedstwita krotko glowny Cel pracy obejmujgcy oceng wyplywu AZA i RES na wybrane funkcje MSCs,
w tym ich fenotyp, potencjal roznicowania i wlasciwosci proregeneracyijne (w przebicgu EMS) oraz ich
wiasciwosci immunomodulacyjne, a takze przedstawita cele szczegolowe, ktére odpowiadaja badaniom
opublikowanym w artykutach naukowych przedstawionych w dalszej czesci pracy.

Cykl 5-u artykutéw naukowych zamyka Dyskusja (16 stron) w jezyku polskim, ktéra WYCZCTpujaco

omawia uzyskane w pracach wyniki oraz przedstwia ich znaczenic na tle literatury §wiatowej. Doktorantka
odnosi si¢ w swojej rozprawic — w szczegélnosei w czgsci swojego Wstepu oraz Dyskusji - do ponad 200
(doktadnie: 223) pozyciji literaturowych.

Rozprawg zamyka rozdzial Podsumowanie i Wnioski koncowe, gdzie Doktorantka krotko podsumowuje

najwazniejsze osiggnigcia i wyniki uzyskane w przedstawioncj pracy doktorskicj oraz podkresla ich

znaczenic.

Wymienione czgsci pracy w jezyku polskim zostaly napisane poprawnym jezykiem, a w tek$cie mozna

znalez¢ jedynie nieliczne bledy interpunkcyjne nic majace wplywu na oceng pracy.



Od strony formalnej rozprawa jest bardzo stranna i w pelni spetnia wymogi stawianc tego typu pracy i
stanowi spojne dzieto opsujace uzyskane przez Doktorantkg wyniki badan naukowych oraz ich znaczenic i

wkiad w nauke.

Ocena merytoryczna:

Ze wzgledu na to, ze zasadnicza czg$C recenzowanej rozprawy stanowia opublikowane juz artykuly
naukowe, ktore zostaly poddane szczegotowej recenzji przez migdzynarodowych ekspertow opiniujacych
artykuly naukowe przed ich opublikowaniem w $wiatowej literaturze naukowej (w zakresic m.in. jakosci,
interpretacji i znaczenia prezentowanych wynikéw badan oraz stoswanej metodyki), moja ocena jako
recenzenta ma charakter wtorny.

Niemiej jednak ze swojej strony, po szczegolowym zapoznaniu si¢ z przedstawionymi publikacjami

Doktorantki, zaprezentowane wyniki badan oceniam bardzo wysoko.

Doktorantka w swojej pracy badawczej wykorzystala wymagajacy material badawczy, ktory stanowily
pierwotne komorki MSCs izolowane od zwicrzat (koni; w tym z syndromem EMS), a takze zastosowala
szereg nowoczesnych i poprawnie dobranych metod z zakresu biologii komorkowej i molekularnej, ktore
wymagly szeregu optymalizacji metodycznych, a w mojej ocenie pozwolily na uzyskanie waznych,
wiarygodnych wynikow, ktore Doktorantka wlasciwic zinterpretowala i przedyskutowata na tle literatury

Swiatowe].

W swoich badaniach przedstwionych do oceny w ninicjszej rozprawie, Doktorantka uzyskala szercg
waznych wynikow majacych istotne znaczenie dla badan biologii i zastosowan KM w regeneracji tkanek u
ludzi i zwierzat, w tym w szczegolnosci w zakresie poprawy ich funkcji biologicznych z zastosowaniem
terapii farmakologicznej ex vivo. Doktorantka wykazata m.in., ze zwigzki takic jak AZA oraz RES,
dziatajace na odpowiednio na strukturg chromatyny komorek poprzez wptyw na status jcj metylacji oraz na
regulacje m.in. $ciezki sygnatowej mTOR kluczowej m.in. w regulacji procesow autofagii, senescencji 1
apoptozy komorkowej, moga wplywa¢ na zahamowanie szeroko pojetych procesow starzenia si¢ i
postepujacej dysfunkcji metabolicznej komoérck, w tym komorek MSCs, co stanowi istotne odkrycie w

kontekscie aplikacji KM w regencracji tkanek.

Doktorantka w swoich badaniach wykazata m.in. ze:
1) Komorki MSCs izolowane z tkanki tluszezowej (TK) koni z EMS wykazuja uposledzone funkcje
biologiczne, w tym potencjal do roznicowania (kluczowy z punktu widzenia regeneracji) w porownaniu z

komorkami od zwierzat zdrowych;



2) Farmakoterapia ex vixo z zastoswaniem dobranych odpowiednio dawek AZA i RES: i) odwraca procesy
senescencji w komorkach MSCs izolowanych z tkanek zwierzat z EMS - poprzez m.in. obnizenie stresu
oksydacyjnego, aktywacj¢ autofagii i mitofagii, a takze demetylacj¢ DNA w tych komérkach, a takze ii)
zwigksza ich potencjat osteogenny i chondrogenny oraz iii) poprawia ich wlasciwosci immunomodulacyjne
(w tym w kierunku aktywacji regulatorowych limfocytow Treg), co razem moze zwigkszaé potenacjal

tregeneracyjnych tych komérek in vivo.

Odkrycia Doktorantki majg w mojej ocenie nie tylko znaczenie dla medycyny weterynaryjnej, gdzie z
pewnoscig znajdg swoje zastoswania praktyczne w poprawic leczenia np. powiklan zwigznych z EMS u
koni (z zastosowaniem autoprzeszczepow komorek MSCs farmakologicznic prekondycjonowanych ex
vivo), co jest zasadniczym celem badan calego zespotu, w ktorym pracuje Doktorantka, ale takze maja
istotne znaczenie dla medycynyy regeneracyjnej u ludzi — ze wzgledu na opracowanic nowej stategii
poprawiajgcej funkcje biologiczne KM ,uposledzonych™ funkcjonalnic wraz z wickiem, badz w zwiazku z
towarzyszgcg choroba metaboliczng (np. cukrzyca typu 2).

Biorge pod uwagg fakt starzejacych si¢ spoleczenstw oraz powszechno$é choroby cywilizacyjnej jaka Jest
cukrzyca typu 2 u ludzi, nowe strategic farmakologiczengo ,.odmladzania” KM maja dzi§ istotne
znaczenie, poniewaz przywracaja mozliwo$é autologicznych zastosowan komorek u tych pacjentow w
roznych sytuacjach klinicznych, w tym w regeneracji uszkodzonych tkanek, co ma istotne znaczenie

poznawcze i praktyczne.

Uzyskane wyniki badan opublikowane przez Doktorantke i zespot, w ktorym parcuje uwazam zatem za

bardzo istotne 1 aplikacyjne.

W czasie lektury rozprawy nasunglo mi si¢ kilka pytan merytorycznych oraz watpliwosci metodycznych,
na ktore chciatabym poprosi¢ Doktorantk¢ o odpowiedz i wyjasnienia w czasie jej prezentacji i obrony

uzyskanych wynikow:

1. Jak dlugo utrzymywat si¢ efckt ,,odmtodzenia™ funkcjonalnego w komérkach MSCs od zwicrzat z
EMS po traktowaniu AZA/ RMS? Czy po 24-godzinnym traktowaniu i odstawieniu tych zwiazkow
komorki mozna podda¢ dtuzszej ekspansji w hodowli in vitro z zachowaniem ich zmienionych
(zwigkszonych) wihasciwosci biologicznych (np. przez kilka pasazy), czy tez traktowanic AZA/

RMS nalezy powtarzac?



[®]

Na str. 22 Wstgpu Doktorantka rysuje cickawg alternatywg leczenia chorob metabolicznych (w tym
np. EMS u koni i cukrzycy typu I, IT'i IR u ludzi) z zastosowaniem komorek MSCs (np. z tkanki
tluszczowej). Czy Doktorantka mogtaby rozwing¢ t¢ koncepcj¢ koncentrujac si¢ dokladniej na
potencjalnych mechanizamach dziatania MSCs u takich pacjentow, skutkujgcych zmianami w
przebiegu samej choroby metabolicznej? Czy Doktorantka ma na mysli zastosowania autologiczne,

czy raczej allogeniczne u takich pacjentow (zwierzat i ludzi)?

3. Innym zwigzkiem testowanym obecnie na $wiecie w cclu famakologicznego ,odmtadzania™ KM
jest takze Rapamycyna - wplywajaca rowniez na szlaki zwigzane m.in. z senescencja 1 apoptoza
komoérck. Jestem cickawa, czy Doktorantka w swoich badaniach stosowata takze (np. na ctapie
optymalizacji badan lub w innych badaniach poza ta rozprawg) ten wlasnie zwiazek? Czy
Doktorantka moglaby przedstawi¢ zalety zastosowania Resweratrolu (RES) wzgledem
Rapamycyny i uzasadni¢ wybor RES w jej pracy badawczej? Czy Doktorantka widzi uzasadnienie
merytoryczne ew. zastosowania obu zwiazkow w ,prekondycjonowaniu™ MSCs cclem poprawy ich

wlasciwosci biologicznych?

4. Czy Doktorantka testowala dzialanic AZA oraz RES w komorkach MSCs, kiedy te zwiazki byly
dodawanc osobno? Czy obserwowata poprawe funkcji komorek MSCs po podaniu pojedynczego

zwiazku, cz takie efekty byly widoczne tylko przy terapii taczone;j?

5. W jaki sposob  Doktorantka dobierala  przeciwciala  stosowane w  barwieniach
immunofluoresecencyjnych, aby zapewni¢ specyficzno$¢ barwienia komorek pozyskiwanych od
koni? Biorgc pod uwage zasadniczo brak dostgpnosci przeciwcial anty-kofiskich™ - jakie
przeciwciala (pod ‘wzgl{;dem gatunku) Doktorantka testowata przy ocenie ew. reakeji krzyzowej z
antygenami komoérek konskich? Podobnie, od strony metodycznej jestem cickawa jaka strategic
Doktorantka przyjeta przy projektowaniu starterow do rekacji PCR oceniajacej ckspresj¢ genow w

komorkach koni.

Powyzsze pytania wynikaja jedynie z mojej z cickawos$ci naukowej i cksperymentalnej i nie stanowig w
zadnym razie elementu krytycznej oceny pracy. Przeciwnie, mysle, ze moga by¢ przyczynkiem do
cickawej do dyskusji nad znaczeniem uzyskanych wynikow oraz szczegétami metodyki stosowancj przez
Doktorantke w jej pracy badawczej, co nie zawsze ma szanse zosta¢ odzwicrciedlone w publikacjach ze

wzgledu na ich zwigztosc¢ formalna.



Podsumowujac, praca doktorska Pani mgr Katarzyny Kornickiej-Garbowskiej wpisuje si¢ w
istotny nurt badan biomedycznych z zakresu medycyny regeneracyjnej, koncentrujac si¢ na
farmakologicznym prekondycjonowaniu komorek macierzystych MSCs izolowanych od dawcow
obarczonych chorobg metaboliczng — celem poprawy ich funkcji biologicznych przed potencjalnym
zastosowaniem w celach regeneracyjnych. Doktorantka podjeta w swojej pracy szereg dzialan
majacych na celu nie tylko dobranie odpowiednich zwiazkow o takim dzialaniu na komorki MSCs (tu:
AZA 1 RES), ale takze wyjasnieniu mechanizow komorkowych oraz molekularnych, ktore sa
odpowiedzialne za zmiang funkcjonalna w ,,odmiadzanych™ komarkach.

W mojej ocenie, uzyskane przez Doktorantke wyniki maja istotne znaczenie niec tylko dla nauk
weterynaryjnych, ale takze innych dziedzin nauk biomedycznych, a takze niosa istotny aspekt poznawczy i

aplikacyjny.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) 1 wnosz¢ o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Kornickiej-

Garbowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi wysoka wartos¢ naukowa rozprawy oraz znaczenie aplikacyjne uzyskanych
wynikow pracy doktorskiej, jak rowniez na dotychczasowy bardzo znaczacy dorobek naukowy Pani
mgr Katarzyny Kornickiej-Garbowskiej - obejmujacy m.in. sumarycznie 29 publikacji naukowych -

wnioskuje rowniez o jej wyroznienie stosowna nagroda.






