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Prof. dr hab. Rafat Olszanecki
Przewodniczacy Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytet Jagielloriski w Krakowie

Recenzja osiggnie¢ naukowych w postepowaniu habilitacyjnym dr Anety Stachowicz

Habilitantka jest absolwentkg studiow magisterskich na kierunku Biofizyka, Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet Jagielloiski ktore ukonczyta jako magister
biofizyki w czerwcu 2010. Tytut pracy magisterskiej: ,ldentyfikacja fosfoproteomu rdzenia
kregowego szczura przy uzyciu metody IMAC i TiO2-MOAC oraz spektrometrii mas” -
napisana pod opiekg prof. dr hab. Jerzego Silberringa.

W latach 2011 — 2015 uczestniczyta w interdyscyplinarnych studiach doktoranckich ,Nauki
molekularne dla medycyny” (MOL-MED) prowadzonych przez Instytut Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni PAN, Wydziat Lekarski Collegium Medium, Wydziat Chemii UJ i Instytut
Farmakologii PAN. Stopien doktora nauk medycznych (biologia medyczna) uzyskata w
pazdzierniku 2015, nadany przez Rade Wydziatu Lekarskiego UJ CM. Tytut rozprawy
doktorskiej: ,Badania nad rolg mitochondrialnej dehydrogenazy aldehydowej (ALDH2) w
patogenezie miazdzycy, depresji i neurodegeneracji” napisana pod opiekg prof. dr hab.
Rafata Olszaneckiego i prof. dr hab. Agnieszki Basty-Kaim

Od uzyskania stopnia doktora do chwili obecnej jest zatrudniona w Katedrze Farmakologii,
Woydziat Lekarski, Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, poczatkowo jako pracownik
naukowo — techniczny, a od pazdziernika 2020 roku jako adiunkt badawczy. W latach 2019 —
2020 pracowata jako post-doc w Heart Institute, Cedars-Sinai Medical Center (Los Angeles,
USA).

Dorobek naukowy Habilitantki obejmuje 25 prac oryginalnych oraz rozdziat monografii.
taczny Impact Factor wynosi 113.14, liczba cytowan 403 (bez autocytowan: 370). Indeks
Hirscha wynosi 14.

Ocena osiggniecia naukowego

Jako swoje osiggniecie naukowe stanowigce istotny wkfad w rozwdj dyscypliny naukowej
Habilitantka przedstawita cykl trzech oryginalnych prac opublikowanych w latach 2021-2023
pod tytutem: ,Zastosowanie metod proteomicznych do poszukiwania molekularnych
mechanizmdéw wptywajgcych na fenotypowe rdznicowanie komorek w chorobach uktadu
krqzenia o podtozu zapalnym”. taczny Impact Factor (IF) wymienionych prac wynosi 18.808.
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Habilitantka jest pierwszym autorem we wszystkich tych pracach. W jednej jest réwniez
korespondencyjnym. Z deklaracji wspétautorow wynika, ze we wszystkich tych publikacjach
wktad Habilitantki byt wiodacy.

Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia to:

Stachowicz Aneta, Wisniewska Anna, Ku$ Katarzyna, Biatas Magdalena, tomnicka
Magdalena, Toton-Zurariska Justyna, Kiepura Anna, Stachyra Kamila, Suski Maciej, Bujak-
Gizycka Beata, Jawien Jacek, Olszanecki Rafat. Diminazene Aceturate Stabilizes
Atherosclerotic Plague and Attenuates Hepatic Steatosis in apoE-Knockout Mice by
Influencing Macrophages Polarization and Taurine Biosynthesis. International Journal of
Molecular Sciences 2021: Vol. 22, nr 11, id. art. 5861.

Stachowicz Aneta, Pandey Rakhi, Sundararaman Niveda, Venkatraman Vidya, Van Eyk
Jennifer E., Fert-Bober Justyna. Protein arginine deiminase 2 (PAD2) modulates the
polarization of THP-1 macrophages to the anti-inflammatory M2 phenotype. Journal of
Inflammation 2022: Vol. 19, id. art. 20.

Stachowicz Aneta, Sadiq Alia, Walker Brian, Sundararaman Niveda, Fert-Bober Justyna.
Treatment of human cardiac fibroblasts with the protein arginine deiminase inhibitor BB-Cl-
amidine activates the Nrf2/HO-1 signaling pathway. Biomedicine & Pharmacotherapy 2023:
Volume 167, 115443

Celem badan przedstawionych w osiggnieciu habilitacyjnym bylo poszukiwanie
molekularnych mechanizméw wptywajacych na fenotypowe réznicowanie komodrek w
chorobach uktadu krazenia o podtozu zapalnym przy zastosowaniu nowoczesnych metod
proteomicznych. W szczegdlnosci skupiono sie na poszukiwaniu molekularnych
mechanizmow polaryzacji makrofagdw do fenotypu prozapalnego M1 i przeciwzapalnego
M2 w miazdzycy oraz réznicowania fibroblastow serca do miofibroblastow.

W badaniach zastosowano metody proteomiczne (iTRAQ oraz DIA-MS, Western blot),
standardowe metody biochemiczne, histologiczne, immunohistochemiczne oraz techniki
biologii molekularnej (wyciszenie genu za pomoca siRNA, ilosciowa reakcja tancuchowa
polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-qPCR).

Gtéwne wyniki i wnioski ptyngce z tych badan to:

Aktywator enzymu ACE2 - diminazen zmienit polaryzacje makrofagéw do fenotypu
przeciwzapalnego M2 w blaszkach miazdzycowych myszy apoE-/-, co razem ze
zmniejszeniem zawartosci makrofagébw oraz wzrostem zawartosci miesni gtadkich
przyczynito sie do stabilizacji blaszki miazdzycowej. Diminazen zmniejszyt réwnez
sttuszczenie watroby, co byto zwigzane ze spadkiem zawartosci tréjglicerydéw oraz enzymu
ALT w watrobie, ze wzrostem cholesterolu HDL w osoczu oraz ze wzrostem ekspresji CSAD i
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poziomu tauryny w watrobie myszy apoE-/-. Korzystne dziatanie diminazenu wptywajace na
zmiane polaryzacji makrofagéw w blaszce miazdzycowej oraz zmniejszenie sttuszczenia
watroby mogto by¢ zwigzane ze wzrostem ekspresji enzymu CSAD, ktéry jest odpowiedzialny
za synteze tauryny.

Zahamowanie aktywnosci deiminaz biatkowo-argininowych (PADs) za pomocg inhibitora BB-
Cl-amidyny doprowadzito do zmniejszenia polaryzacji makrofagdbw do fenotypu
prozapalnego M1 oraz zwiekszenia polaryzacji do fenotypu przeciwzapalnego M2 w
makrofagach THP-1, co moze mie¢ kluczowe znaczenie w projektowaniu nowych strategii
terapeutycznych wptywajacych na przeprogramowanie makrofagéw. Wyciszanie PAD2 za
pomocg siRNA w makrofagach THP-1 doprowadzito do zmiany polaryzacji makrofagéow w
kierunku fenotypu przeciwzapalnego M2, co moze wskazywa¢ na wazng role PAD2 w
regulacji odpowiedzi immunologicznej poprzez modulacje polaryzacji makrofagéw.

Zastosowanie nowoczesnych metod proteomicznych pozwolito na identyfikacje nowych
miejsc cytrulinacji w makrofagach THP-1. Wykryte miejsca cytrulinacji znajdowaty sie na
biatkach biorgcych udziat w sygnalizacji przez interleukiny, degranulacji neutrofili,
programowej Smierci komorki, obrébce DNA i RNA, degradacji w proteasomach, aktywacji
ptytek krwi oraz sygnalizacji przez VEGF. Zahamowanie PAD za pomoca inhibitora BB-Cl-
amidyny zmniejszyto aktywacje fibroblastow do miofibroblastéw, co zwigzane byto z
obnizeniem ekspresji markera miofibroblastéow COL1A1 oraz ze wzrostem degradacji
kolagenu. BB-Cl-amidyna aktywowata szlak sygnalizacyjny Nrf2/HO-1 w fibroblastach, co ma
kluczowe znaczenie dla ochrony komodrek przed uszkodzeniami oksydacyjnymi i moze
wywotywaé¢ korzystny efekt w przeciwdziataniu rdéznicowaniu fibroblastéw do
miofibroblastdw. Nowoczesna proteomika pozwolita réwniez na identyfikacje nowych miejsc
cytrulinacji w fibroblastach i miofibroblastach. Wykryte miejsca cytrulinacji znajdowaty sie na
biatkach biorgcych udziat w degranulacji neutrofili, obrébce DNA, procesach translacji,
degradacji w proteasomach, odpowiedzi komdérkowej na stres, sygnalizacji przez IL-4 i IL-13,
obrébce biatek w siateczce srédplazmatycznej i sygnalizacji przez VEGF.

Badania te sg spdjne tematycznie i stanowig znaczgcy wktad w rozwéj metodyk badawczych
oraz dostarczajg nowych danych dotyczagcych mechanizmoéw zapalnych i proceséw
patologicznego witdknienia oraz ich roli w procesie miazdzycowym, szczegdlnie w
destabilizacji blaszki miazdzycowej. Badania te dostarczyly przestanek dla nowych celéw
terapeutycznych.

Ocena pozostatej aktywnosci naukowej

Dziatalnos¢ naukowa nie uwzgledniona w habilitacyjnym osiggnieciu naukowym jest przede
wszystkim zwigzana z zastosowaniem analiz proteomicznych w badaniach patologii sercowo-
naczyniowych i zaburzen neuropsychiatrycznych. Wsréd tego dorobku jest wiele prac w
ktérych habilitantka jest pierwszym autorem. W szczegdlnosci badania te dotyczyty roli
mitochondrialnej dehydrogenazy aldehydowej w modelu zwierzecym depresji, aspektow
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metodycznych analiz proteomicznych i nowych danych u pacjentéw z zakrzepica zylng i
zespotem antyfosfolipidowym, zmian proteomu watroby myszy apoE/eNOS-DKO oraz
wptywem trehalozy na miazdzyce i sttuszczenie watroby u myszy Apo E KO. Habilitantka
angazuje swe doswiadczenie w zakresie analiz proteomicznych wspierajgc prace innych
zespotow.

Habilitantka wielokrotnie przebywata na zagranicznych stazach naukowych. W czerwcu 2015
odbyta miesieczny pobyt szkoleniowy w laboratorium proteomicznym CSIC/UAB Proteomics
Facility (Barcelona Biomedical Research Institute (IIBB-CSIC) / Autonomous University of
Barcelona (UAB), Barcelona, Hiszpania). Od marca do maja 2017 przebywata w laboratorium
proteomicznym Prof. Matthiasa Manna (Department of Proteomics and Signal Transduction,
Max Planck Institute of Biochemistry, Martinsried, Niemcy). Od wrze$nia 2019 do wrzesnia
2020 przebywata na stazu podoktorski w grupie badawczej Prof. Justyny Fert-Bober w
laboratorium proteomicznym Prof. Jennifer Van Eyk (Heart Institute, Cedars-Sinai Medical
Center, Los Angeles, USA).

Habilitantka kierowata grantem Preludium Narodowego Centrum Nauki: ,Mitochondrialna
dehydrogenaza aldehydowa (ALDH2) jako punkt uchwytu dla nowych lekéw
przeciwmiazdzycowych” (PRELUDIUM NCN N/NZ4/01145) w latach 2011 - 2014. Po
doktoracie w latach 2018 — 2023 kierowata grantem Sonata Narodowego Centrum Nauki:
»Wptyw siarkowodoru (H2S) wytwarzanego w mitochondriach na mechanizmy zwigzane z
przeprogramowaniem makrofagéw — rola w miazdzycy i niealkoholowym stfuszczeniu
watroby” (SONATA NCN 2017/26/D/NZ4/00480). Byta réwniez wykonawcg w innych
projektach.

Habilitantka prowadzita zajecia z przedmiotu ,Farmakologia” dla studentéw Wydziatu
Lekarskiego UJ CM w latach 2012-2015, opiekowata sie praktykami wakacyjnymi studentéw,
uczestniczyta w organizacji i przeprowadzeniu Festiwalu Nauki w UJ CM, prowadzita
prestizowe wyktady popularyzujgce nauke i nalezy do Human Proteome Organization
(HUPO).

Habilitantka uzyskata w zwigzku ze swojg dziatalnoscig naukowa liczne nagrody i stypendia,
w tym stypendium miasta Krakowa dla szczegdlnie uzdolnionych studentéw oraz
uczestnikéw studiéw doktoranckich krakowskich uczelni wyzszych, Komisja Stypendialna
Miasta Krakowa i Prezydent Miasta Krakowa, 8 marca 2011, Stypendium Doctus -
Matopolski Fundusz Stypendialny dla doktorantéw (2012-2015), Doktor nauk medycznych
summa cum laudae (2015), Stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (FNP) —
stypendium dla mtodych, utalentowanych naukowcéw (2016-2017), Stypendium Narodowej
Agencji Wymiany Akademickiej (NAWA) na staz podoktorski w USA (Program Bekkera)
(2018) Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych, mtodych
naukowcow (2019)
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Podsumowanie i wnioski koncowe

Habilitantka jest wysokiej klasy ekspertkg w zakresie nowoczesnych metod proteomicznych i
ich zastosowania w badaniach zaréwno eksperymentalnych jak i klinicznych. Zdobyfa
znaczace doswiadczenie zagraniczne i z sukcesem uzyskiwata srodki na prowadzenie swych
badan naukowych. Osiggniecia te spetniajg kryteria stawiane osobom ubiegajagcym sie o
stopien naukowy doktora habilitowanego (zgodnie z art. 219 Ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. — Dz. U. z 2021 r. poz 478 z pdzn. Zm.). Wnosze
niniejszym do Komisji Habilitacyjnej o podjecie uchwaty o nadanie dr Anecie Stachowicz
przez Rade Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
stopnia doktora habilitowanego.

Z powazaniem




