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Recenzja w postepowaniu 0 nadanie stopnia doktora habilitowanego
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne
Pani dr Anecie Stachowicz, adiunktowi badawczemu w Katedrze Farmakologii
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

Recenzja zostata przygotowana w odpowiedzi na uchwalte Rady Dyscypliny Nauki medyczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego z dnia 16 stycznia 2024 roku w sprawie powotania komisji habilitacyjnej
w celu przeprowadzenia postepowania habilitacyjnego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne wszczgtego na wniosek dr n. med. Anety Stachowicz z dnia 29 wrze$nia
2023 .

1. Sylwetka Kandydatki
Pani Aneta Stachowicz ukonczyta studia magisterskie na kierunku biofizyka w 2010 roku. W latach
2011-2015 byta stuchaczkg interdyscyplinarnych studiow doktoranckich ,,Nauki molekularne dla
medycyny”, uzyskujac stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej w
pazdzierniku 2015 roku na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,,Badania nad rolag mitochondrialnej
dehydrogenazy aldehydowej (ALDH2) w patogenezie miazdzycy, depresji i neurodegeneracji”
przygotowanej pod opieka promotorska profesor Agnieszki Basty-Kaim oraz profesora Rafata
Olszaneckiego. Po uzyskaniu stopnia doktora Kandydatka zostata zatrudniona w Katedrze
Farmakologii Collegium Medicum UJ na stanowisku naukowo-technicznym, a od pazdziernika 2020

roku na stanowisku adiunkta badawczego.

2. Ocena osiagniecia stanowigcego podstawe do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego
Osiagnigcie pt. ,,Zastosowanie metod proteomicznych do poszukiwania molekularnych mechanizméw
wplywajacych na fenotypowe réznicowanie komoérek w chorobach uktadu krgzenia 0 podtozu
zapalnym” stanowi cykl trzech oryginalnych wieloautorskich publikacji o tacznym wspotczynniku
oddziatywania IF = 18,808 oraz punktacji MNiSW = 340 punktéw. Prace zostaty opublikowane w
latach 2021-2023 w recenzowanych czasopismach naukowych: International Journal of Molecular
Sciences (IF2021 = 6,208), Journal of Inflammation (I1F222 = 5,1) oraz Biomedicine & Pharmacotherapy

(IF2023 = 7,5). Kandydatka jest pierwszym autorem we wszystkich trzech pracach, a w pracy H1 [Int J



Mol Sci 2021] peti takze funkcje autora do korespondencji. Deklarowany wktad Habilitantki
w powstanie poszczegolnych prac eksperymentalnych obejmowat udziat w tworzeniu koncepcji badan
i planu doswiadczen; przeprowadzenie oznaczen proteomicznych i metabolicznych; wykonanie
oznaczen poziomu biatek i transkryptow technikami Western blot, ELISA, gqPCR; prowadzenie
eksperymentow W modelu in vitro; a takze analiz¢ i opracowanie danych oraz przygotowywanie
manuskryptow do publikacji. Analiza opisu zadan wykonanych przez Habilitantke, W potaczeniu z
o$wiadczeniami wspotautorow dotyczacymi zakresu ich zaangazowania, pozwala wnioskowaé 0
dominujacym wktadzie dr Stachowicz w powstanie prac ujetych w ramach cyklu habilitacyjnego.

Choroby uktadu krazenia stanowia istotny problem Kliniczny, a aktualne sposoby oddziatywania
farmakologicznego w stanach miazdzycowych i niewydolno$ci serca sa wcigz niewystarczajace.
Zasadne jest wiec poszukiwanie nowych, skutecznych oddziatywan, zmniejszajacych ryzyko zaostrzen
i powiktan u pacjentow. Habilitantka w swoim osiggnieciu weryfikowata aktywno$¢ dwoch zwigzkow
0 znanych punktach uchwytu: diminazenu — aktywatora enzymu konwertazy angiotensyny ACE2, oraz
BB-Cl-amidyny — inhibitora deiminiaz biatkowo-argininowych PAD, pod katem ich wptywu na
procesy roznicowania makrofagow i fibroblastow. Skupienie uwagi na mikrosrodowisku stanowi cenne
podejécie, z uwagi na duze znaczenie plastycznos$ci i zmian w niszy komoérkowej tworzacej
mikrosrodowisko zapalne dla patologicznej przebudowy tkanki.

Celem publikacji H1 bylo okreslenie wptywu diminazenu na polaryzacje makrofagéw do
prozapalnej populacji M1 oraz przeciwzapalnej populacji M2. Habilitantka zatozyta, ze zmiana
stosunku subpopulacji makrofagéw na korzys¢ M2 wptynie na przebieg procesu miazdzycowego W
uktadzie modelowym myszy z wytaczonym genem apolipoproteiny E. Stosowanie diminazenu nie
spowalniato procesu miazdzycowego, jednak prowadzito do powstawania bardziej stabilnych blaszek
miazdzycowych u myszy na diecie wysoko-tluszczowej. Zaobserwowano obnizenie infiltracji blaszek
przez makrofagi, a ponadto podwyzszenie odsetka makrofagow subpopulacji M2. W modelu in vitro,
z wykorzystaniem komorek monocytow linii THP-1 Habilitantka wykazata promowanie roznicowania
makrofagow w kierunku subpopulacji M1 i M2 pod wptywem diminazenu. Warto wskazac, ze takie
rozbieznosci moga by¢ zwigzane z réznicami W szczegdtowym mechanizmie dziatania zwigzku
badanego w warunkach in vivo i in vitro. Dodatkowym efektem dziatania diminazenu bylo
zmniejszenie stluszczenia watroby U myszy. Analiza proteomu komorek watroby zwierzat
laboratoryjnych pozwolita wskazac¢, ze obserwowane efekty farmakologiczne moga by¢ powiazane z
podwyzszaniem poziomu tauryny na skutek zwigkszania ekspresji dekarboksylazy kwasu cysteinowo-
sulfonowego (CSAD) pod wptywem diminazenu.

W kolejnej pracy z cyklu [H2] Habilitantka weryfikowata wptyw inhibitora deiminaz biatkowo-
argininowych (PADs) — BB-Cl-amidyny, na polaryzacje makrofagow w modelu in vitro
wykorzystujgcym monocyty linii THP-1. Zaobserwowano, ze subpopulacje makrofagéw roznig si¢
poziomem ekspresji genéw kodujgcych izoformy PADs, a komorki subpopulacji M2 cechowaty sie

znaczacym obnizeniem poziomu ekspresji PAD2. Jednoczesnie BB-Cl-amidyna promowata



réznicowanie makrofagéw w kierunku subpopulacji przeciwzapalnych makrofagow M2, co zostato
okreslone poprzez analize poziomu ekspresji odpowiednich markeréw réznicowania. Ponownie
wykorzystano analiz¢ proteomu do oceny mechanizmu dziatania badanej substancji. Stwierdzono, ze
obserwowane efekty moga wynika¢ ze zmiany poziomu biatek powigzanych z aktywnoscia szlaku
NF-kB, ktory jest zaangazowany W regulacje odpowiedzi zapalnej. Réwniez wyciszenie ekspresji
PAD2 przy pomocy siRNA zwigkszyto polaryzacje makrofagow do fenotypu M2, co byto zwigzane ze
zmianami w profilu biatek zaangazowanych w odpowiedZ immunologiczna.

Aktywnos¢ BB-Cl-amidyny badano takze w publikacji H3, w ktorej okreslono wplyw tej
substancji na roznicowanie fibroblastow do miofibroblastow. Taka koncepcja badawcza byta oparta na
danych literaturowych wskazujacych na powigzanie zwigkszonej ekspresji PADs ze zwtoknieniem
serca. Zauwazono, ze ludzkie ptodowe fibroblasty wyizolowane z serca wykazuja ekspresje PADS,
a zroznicowane pod wptywem ekspozycji na TGF-B1 miofibroblasty wykazywaty zwigkszona
ekspresje PADL. Z kolei BB-Cl-amidyna hamowata roznicowanie fibroblastow stymulowane przez
TGF-B1. Ponownie, wykonano analize proteomiczng W celu identyfikacji zmian w poziomie bialek,
aby mozliwe byto zaproponowanie hipotezy dotyczacej mechanizmu dziatania badanego inhibitora
PADs. Stwierdzono, ze ekspozycja ptodowych fibroblastéw na BB-Cl-amidyne zwigkszata ekspresje
takich biatek jak oksygenaza hemowa, izoformy dysmutazy ponadtlenkowej czy sulfotransferaza 1A1.
Ekspresja tych biatek kontrolowana jest przez czynnik transkrypcyjny Nrf2, zatem zasadne byto
wysuniecie hipotezy o aktywacji sciezki Nrf2 pod wptywem inhibitora PADs.

Co niezwykle ciekawe i wazne, w pracach H2 i H3 Habilitantka analizowata metodami
proteomicznymi profil biatek ulegajacych cytrulinacji w makrofagach i fibroblastach. To niezwykle
istotne dla lepszego scharakteryzowania tej wciaz niewystarczajaco poznanej modyfikacji
potranslacyjnej biatek. Analiza bioinformatyczna pozwolita okresli¢ role zidentyfikowanych biatek
ulegajacych cytrulinacji. Co istotne, wskazano takze nowe miejsca cytrulinacji w kilku biatkach
strukturalnych.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze Habilitantce udato sie zrealizowaé postawione cele
badawcze, dzieki czemu powstat spojny cykl publikacji analizujagcych wplyw dwoch strategii
terapeutycznych nakierowanych na ograniczenie rozwoju zmian miazdzycowych lub zwtoknieniowych
poprzez oddziatywanie na dwa rézne punkty uchwytu z wykorzystaniem drobnoczasteczkowych
substancji — diminazenu (aktywator ACEZ2) i BB-Cl-amidyny (inhibitor PADs). Wszystkie prace
wskazuja na duza konsekwencj¢ badawcza i przemyslany proces dochodzenia do przekonujacych
wnioskow. Oddzialywanie na komorki mikrosrodowiska moze dlugofalowo przynies¢ znaczace
korzysci terapeutyczne, co wymaga dalszej weryfikacji, ale ma potencjalne znaczenie aplikacyjne.
Co wazne, Habilitantka dobitnie dowiodta, ze jest doskonatym ekspertem z zakresu analiz
proteomicznych, co przetozyto sie na mozliwos¢ zaproponowania mechanizmoéow plejotropowego

dziatania obu badanych substancji.



3. Ocena aktywnosci naukowej w wigcej niz jednej instytucji naukowej
Dr Stachowicz w ramach programu Bekkera NAWA uzyskata finansowanie na odbycie rocznego stazu
podoktorskiego zrealizowanego w latach 2019-2020 w zespole profesor Justyny Fert-Bober w
Advanced Clinical Biosystems Research Institute, Smidt Heart Institute, Cedars-Sinai Medical Center
w Los Angeles USA, ktorego rezultatem sg m.in. dwie prace wchodzace w sktad osiagniecia
habilitacyjnego, w ktorych Kandydatka wykazuje podwojng afiliacje.

Na wczesniejszych etapach kariery dr Stachowicz odbyta rowniez dwa staze Szkoleniowe:
miesi¢gczne Szkolenie w laboratorium analiz proteomicznych w prestizowym Barcelona Biomedical
Research Institute w czerwcu 2015 roku; a takze trzymiesigczny staz naukowy w grupie proteomicznej
profesora Jacka Wisniewskiego z Instytutu Biochemii Maxa Plancka w Martinsried w 2017 roku.
Efektem tego ostatniego sa trzy publikacje oryginalne.

Habilitantka spetnia zatem ustawowy wymaog realizowania badan naukowych w wiecej niz jednej
instytucji naukowej, a jej wspotpraca z osrodkami zagranicznymi przyniosta wymierne efekty w postaci

szeregu wspolnych publikacji, a takze nawigzania dtugofalowej wspotpracy naukowe;j.

4. Ocena pozostatego dorobku naukowego

Na podstawie analizy bibliometrycznej przygotowanej przez pracownikow Biblioteki Medycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego mozna stwierdzi¢, ze parametry naukometryczne dla catkowitego
dorobku naukowego wskazujg na zadowalajacg aktywno$¢ naukowa Habilitantki, ktéra istotnie
zwigkszyta si¢ po uzyskaniu stopnia doktora. Dr Stachowicz opublikowata tacznie 27 prac oryginalnych
(sumaryczny 1F=113,14), przy czym wiekszo$¢ prac ukazata si¢ po uzyskaniu stopnia doktora (18
artykutow spoza cyklu oraz 3 artykuly stanowigce osiggniecie habilitacyjne). Habilitantka byta
pierwszym autorem w dwoch pracach oryginalnych przed uzyskaniem stopnia doktora, a takze w
szesciu artykutach oryginalnych opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora (spoza osiggnigcia
habilitacyjnego). Ponadto jest ona wspotautorka rozdziatu w monografii poswieconego metodzie
identyfikacji cytrulinowanych peptydow. Opublikowane artykuly cieszyly si¢ zainteresowaniem
innych badaczy, co odzwierciedla zadowalajaca liczba cytowan (370 bez autocytowan wedtug bazy
Web of Science) oraz bardzo dobra warto$¢ indeksu Hirscha rowna 14.

Badania prowadzone poza osiaggnieciem habilitacyjnym dotyczyly aktualnej i waznej
problematyki poszukiwania molekularnych mechanizméw powstawania miazdzycy, a takze
identyfikowania zwigzkéw 0 potencjale przeciwmiazdzycowym. Drugim obszarem badawczym byta
analiza znaczenia dysfunkcji mitochondriow w chorobach metabolicznych o podlozu zapalnym
(miazdzyca, niealkoholowe sttuszczenie watroby), a takze w depresji. Na uznanie zastuguja takze prace
z obszaru proteomiki klinicznej poswiecone analizie sktadu biatek skrzepu u pacjentow z zakrzepica.
Opublikowane prace wskazujg na wszechstronno$¢ badawczg Habilitantki i umiejetne wykorzystanie
doswiadczenia z obszaru technik proteomicznych, co stanowi korzystna prognoze dalszego dobrego

rozwoju naukowego.



Dr Stachowicz byta wykonawca projektu finansowanego przez MNiSW, a takze kierownikiem
dwoch projektow naukowych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki: projektu Preludium
realizowanego w latach 2011-2014, zwigzanego z tematem pracy doktorskiej (,,Mitochondrialna
dehydrogenaza aldehydowa (ALDH2) jako punkt uchwytu dla nowych lekow przeciw-
miazdzycowych”), a takze projektu Sonata realizowanego w latach 2018-2023. Szczegoélne
zainteresowanie budza wyniki realizacji tego ostatniego, poniewaz wskazaty, ze zwigzek AP39 bedacy
donorem siarkowodoru redukowat poziom zmian miazdzycowych w modelu myszy pozbawionych
ekspresji apoproteiny E poprzez zmniejszenie reakcji zapalnej oraz modulacj¢ polaryzacji makrofagow.

Ocena catosciowego dorobku naukowego dr Stachowicz jest zdecydowanie pozytywna. Znalazto
to odzwierciedlenie w uzyskaniu przez nig stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla

wybitnych mtodych naukowcow.

5. Ocena aktywnos$ci organizacyjnej, dydaktycznej i popularyzatorskiej

Habilitantka wykazata si¢ zaangazowaniem W dziatalno$¢ organizacyjna, dydaktyczng
i popularyzatorskg. Dr Stachowicz realizowata obowigzki dydaktyczne prowadzac zajecia z przedmiotu
Farmakologia dla studentow Wydziatu Lekarskiego UJ. Sprawowata takze opieke nad studenckimi
praktykami wakacyjnymi. Dr Stachowicz moze wykazaé si¢ takze aktywnoscia popularyzatorska —
uczestniczyta w organizacji Festiwalu Nauki w Collegium Medicum UJ, a takze poprowadzita wyktady
dla Towarzystwa Lekarskiego Krakowskiego (na temat znaczenia siarkowodoru w schorzeniach
zapalnych i miazdzycy) oraz dla uczniow liceum (na temat zawodu naukowca).

Habilitantka wykonata szereg recenzji artykutéw naukowych zgtoszonych do redakcji dobrych
czasopism naukowych, takich jak m.in. Antioxidants, Proteomics, Clinical Proteomics, Journal of
Proteomics, European Journal of Pharmacology, PLoS One, Scientific Reports, PeerJ, International
Journal of Molecular Sciences, Free Radical Research, Molecules, Pharmacological Reports, i inne.

Jej aktywnos$¢ wskazuje zatem na rozpoznawalno$¢ w srodowisku jako eksperta w swojej dziedzinie.

6. Podsumowanie i wniosek koncowy
Pani Doktor Aneta Stachowicz jest uznanym ekspertem w zakresie analiz proteomicznych. Przedtozony
do oceny dorobek naukowy stanowi istotny i oryginalny wktad w rozwdoj farmakologii uktadu krazenia,
a wyniki badan Habilitantki maja warto$¢ aplikacyjna, wskazujac kierunki rozwoju nowych grup lekoéw
nakierowanych na modulacje proceséw roznicowania komorek mikrosrodowiska — makrofagow
i fibroblastow. Osiagnigcie habilitacyjne jest spojnym tematycznie opracowaniem, $wiadczacym
0 metodologicznej dojrzatosci Habilitantki. Catos¢ dorobku naukowego wskazuje na wszechstronne
opanowanie warsztatu badawczego, zarowno od strony tworzenia koncepcji i stawiania hipotez
badawczych, poprzez adekwatne planowanie eksperymentow i ich przeprowadzenie w praktyce,
z zachowaniem starannosci i metodologicznej poprawnosci W szerokim zakresie technik analitycznych,

zarobwno W modelach in vitro oraz in vivo, po trafng i doglebng analize danych i formutowanie
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adekwatnych wnioskéw z przeprowadzonych badan. Swiadczy to 0 gotowosci dr Stachowicz do
prowadzenia samodzielnej aktywnosci naukowej.

Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze Pani Doktor Aneta Stachowicz spetnia podstawowe
wymagania stawiane kandydatom do stopnia doktora habilitowanego, zgodnie z kryteriami
okreslonymi w art. 219 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz.U.2023.742). Rekomenduj¢ wigc
Radzie Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego poparcie wniosku dr Anety
Stachowicz o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki medyczne.

dr hab. n. farm. Jarostaw Paluszczak



