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Ocena rozprawy doktorskiej
mgr Sylwii Bronislawy Machcinskiej-Zielinskiej pt. ” Wplyw indukowanego hipoksjq
czynnika Hif-1a oraz czynnika transkrypcyjnego Foxnl na ukierunkowanie procesu gojenia
urazow skory (regeneracyjny vs reperacyjny)”

Ogolna charakterystyka rozprawy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana na wniosek Rady Naukowej

Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie. Praca

zostala wykonana pod opieka naukowa Pani prof. dr hab. Barbary Gawrofiskiej-Kozak

w Zakladzie Biologicznych Funkcji Zywnosci Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badaf Zywnosci

PAN w Olsztynie. Rozprawe doktorska stanowia dwie prace oryginalne — nizej wyszczegélnione

— opublikowane (w 2021 oraz 2022 roku) w prestizowym czasopismie The FASEB Journal,

umieszczonym na liscie Journal Citation Reports. Laczny wskaznik IF" obu prac wynosi 11,668,

a liczba punktéw wyliczona na podstawie listy MEiN — 280:

1. Machcinska S, Kopcewicz M, Bukowska J, Walendzik K, Gawronska-Kozak B.
., Impairment of the Hif-1a regulatory pathway in Foxnl-deficient (Foxnl—/—) mice affects
the skin wound healing process.”” The FASEB  Journal.  2021;35:e21289.
doi: 10.1096/1.202001907R. PMID: 33475195 (IF — 5,834; pkt. MEIN — 140)

2. Machcinska S, Walendzik K, Kopcewicz M, Wisniewska J, Rokka A, Pdakkénen M,
Slowinska M, Gawronska-Kozak B. ,Hypoxia reveals a new function of Foxnl in the
keratinocyte antioxidant defense system.”” The FASEB Journal. 2022;36:¢22436.
doi: 10.1096/11.202200249RR (IF — 5,834; pkt. MEIN — 140)

Badania przedstawione w powyzszych pracach byly finansowane w ramach projektu
badawczego Narodowego Centrum Nauki OPUS 14 Nr 2017/27/B/NZ5/02610. Publikacje sa
zespotowe (5-8 autorow) i we wszystkich Doktorantka jest pierwszym autorem; autorem
korespondencyjnym w obu publikacjach jest Pani Promotor, prof. dr hab. Barbara Gawronska-
Kozak. Udziat Doktorantki w realizacji tych badan byl znaczacy i wynosil 55%, co zostalo
potwierdzone przez wspolautorow w zatgczonych oswiadczeniach. Chciatabym jednak zwrdcic
uwage na brak spojnosci pomiedzy o$wiadczeniem dotgczonym do rozprawy a o$wiadczeniem
umieszczonym w pracy oryginalnej nr 2 (w oswiadczeniu dolaczonym do rozprawy,




Doktorantka wskazuje, ze brala udzial w opracowaniu koncepcji badan, ale brakuje
tej informacji w oswiadczeniu umieszczonym w publikacji).

Zbi16r publikacji stanowiacych rozprawe doktorska poprzedza polskojezyczne opracowanie
(76 stron), w sklad ktoérego wchodzi: Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Wykaz
skrotow, zestawienie publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg, Wstep przedstawiajacy
ogo6lne informacje dotyczace budowy 1 funkcji skéry, procesu gojenia urazoéw skory
oraz czynnikow w nim uczestniczacych. Cennym uzupelnieniem tej czgsci opracowania sg trzy
bardzo staranne i przejrzyste ryciny oraz tabela. Kolejne rozdzialy obejmuja Hipoteze i cele
badawcze, Material i metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie i Wnioski. Opracowaniec zawiera
rowniez obszerma Bibliografie (ponad 100 pozycji) oraz oSwiadczenia wspolautorow.
Pod wzgledem formalnym oceniana rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymogi stawiane
tego typu opracowaniom.

Ocena merytoryczna rozprawy
Tematyka badawcza ocenianej rozprawy doktorskiej dotyczy wykazania wspotudziatu czynnika
transkrypcyjnego Foxnl oraz hipoksji w regulacji gojenia urazow skory. Skora to fascynujacy
organ ciala — najwigkszy, najbardziej zewngtrzny, istotna ochrona organizmu przed dziataniem
czynnikow zewnetrznych, ale tez organ najczesciej narazony na urazy. Jej integralnos$¢ zostaje
przywrocona poprzez gojenie, ktore jest procesem zlozonym — wymagajacym interakcji
komorek, mediatoréw odpowiedzi immunologicznej oraz czynnikow wzrostu — zachodzacym
na drodze reperacji (powstanie blizny) lub regeneracji (brak blizny). Co istotne, gojenie
bezbliznowe jest procesem wystepujacym glownie u bezkregowcoOw i nizszych kregowcow,
pozostajac wyjatkowa zdolno$cia w zyciu ptodowym u ssakow (do trzeciego trymestru rozwoju
plodowego), ktére rozwijaja sie w srodowisku o obnizonej dostepnosei tlenu. Pomimo licznych
badan, mechanizmy kontrolujace przekierowanie wewnatrzkomorkowych szlakow w gojeniu
regeneracyjnym na gojenie naprawcze nie zostaly scharakteryzowane, a zatem ich poznanie jest
obecnie najwiekszym wyzwaniem w tym obszarze badan. Jednym z czynnikow
transkrypcyjnych decydujacych o efektywnosci procesow gojenia urazéow skory jest naskorkowy
czynnik Foxnl, ktérego wystepowanie w organizmie jest ograniczone do skory i grasicy.
Natomiast, kluczowym elementem srodowiskowym, ktéry determinuje proces gojenia sie ran
jest hipoksja 1 glowny regulator homeostazy tlenowej — czynnik transkrypcyjny Hif-1. Zadania
badawcze, ktore zrealizowala Doktorantka w swojej pracy doktorskiej sg kontynuacjg niezwykle
interesujacych badan prowadzonych przez zespol Pani Prof. Barbary Gawronskiej-Kozak,
ktore po raz pierwszy wskazaly na wazng rol¢ czynnika Foxnl w zlozonym procesie gojenia
urazOw skémych. W badaniach tych stwierdzono migdzy innymi, Zze myszy pozbawione
czymmika Foxnl (Foxnl”/, myszy nagie), posiadaja zdolno$¢ do regeneracji wycie¢
w malzowinie usznej z nast¢pujaca regeneracja chrzastki oraz do gojenia bezbliznowego urazow
skory. Biorgc pod uwage mozliwe powigzanie aktywnosci Foxnl i hipoksji w procesie gojenia
urazow  skornych, w  kolejnych badaniach, 2z  wykorzystaniem nowoczesnych,
wysokoprzepustowych metod sekwencjonowania nowej generacji (NGS), stwierdzono znaczace
roznice w ekspresji gendw zwigzanych z hipoksja (m. in. Hif-la) u myszy Foxnl7/
w porownaniu z osobnikami kontrolnymi Foxn1*/*. Wyniki powyzszych badan zespotu staly sie
inspiracjg do kolejnych, bedacych podstawa analizowanej rozprawy doktorskie;j.

Nadrzedna hipoteza badawcza analizowanej rozprawy doktorskiej zakladala,
ze indukowany hipoksjg czynnik Hif-la przez wspoéldziatanie z czynnikiem transkrypcyjnym
Foxnl przekierowuje proces gojenia regeneracyjnego (bezbliznowego) na gojenie reparacyjne



(bliznowe). Sformutowano takze dwie hipotezy szczegdtowe: i) proces gojenia si¢ ran skory
regulowany jest poprzez interakcje pomigdzy czynnikiem transkrypcyjnym  Foxnl
a indukowanym hipoksja czynnikiem Hif-la, ii) czynnik transkrypecyjny Foxnl oraz hipoksja
reguluja zmiany fizjologiczne w keratynocytach na poziomie molekularnym i funkcjonalnym.
W celu weryfikacji hipotez zrealizowano w sumie siedem zadan badawczych, wykorzystujac
rézne modele i uktady doswiadczalne. Ich celem bylo miedzy innymi poréwnanie procesu
model
reperacyjny) w kontekscie ekspresji genéw zwiazanych z hipoksja. Istotnym uzupetnieniem

gojenia urazéw skéry u myszy Foxnl”/™ (model regeneracyjny) i kontrolnych (Foxnl1'/";
rozprawy doktorskiej sa takze badania in vitro, dotyczace wyjasnienia mechanizmu, w ktérym
hipoksja i czynnik Foxnl regulujg zmiany fizjologiczne keratynocytéw, obejmujgce:
a) okreslenie profili biatkowych keratynocytow transdukowanych wektorem adenowirusowym
Ad-Foxnl lub Ad-GFP, a nastepnie hodowanych w zmiennych warunkach dostepnosci tlenu —
hipoksja vs. normoksja; b) identyfikacje biatek zgodnie z petniona funkcja przy zastosowaniu
ogblnodostepnych baz bioinformatycznych; ¢) zbadanie udziatu Foxnl w regulacji funkcji
antyoksydacyjnej keratynocytow; d) wykazanie regulujacego wplywu Foxnl oraz hipoksji na
cechy funkcjonalne keratynocytéw w procesach zwigzanych z gojeniem urazow skory takich jak:
proliferacja, migracja, regulacja aktywnosci szlakow proangiogennych.

Biorac pod uwage nieliczne dane literaturowe opisujace zwiazek migdzy hipoksja
i aktywno$cia czynnika Foxnlw aspekcie niedoboru limfocytow T lub nowotworzenia,
oraz wyniki wcze$niejszych badan wlasnych Zespolu Biologii Regeneracyjnej, wybor
problematyki badawczej nalezy uznac¢ za trafny, a podjete badania za wazne i nowatorskie.
Prowadzono je miedzy innymi w warunkach in vive, wykorzystujac 4-6 miesigczne myszy
pozbawione aktywnosci czynnika Foxnl [szczep Balb/cCByCg-Foxnl<nu/cmdb (Foxnl7/")] oraz
myszy kontrolne [szczep Balb/c/emdb (Foxnl™/")]. Z kolei, w serii do$wiadczen in vitro
wykorzystano skor¢ pobrang od nowonarodzonych myszy Foxnl*/* (szczepu C57BL/6; w celu
izolacji keratynocytow) oraz skore pochodzacy od 8-11 tygodniowych myszy Foxnl/ (CBy.Cg-
Foxnl <nu>/cmdb; w celu izolacji fibroblastéw). Za interesujacy uwazam model kokultury
wyizolowanych keratynocytow oraz fibroblastow transdukowanych adenowirusem Ad-Foxnl,
hodowanych w warunkach normoksji lub hipoksji.

Nalezy podkreslié, ze analizowane publikacje sa tematycznie i metodycznie spdjne.
Pozytywnie oceniam hipotezg i sformulowane cele/zadania badawcze. Trzeba zaznaczyc,
ze przeprowadzenie powyzszych badan wymagalo zastosowania ztozonych  procedur
dos$wiadczalnych oraz duzego nakladu pracy Doktorantki. Cennym ulatwieniem podczas oceny
tej czesci rozprawy jest uwzglednienie bardzo starannych i1 przemys$lanych schematow
zastosowanych ukladow doswiadczalnych. Analizy laboratoryjne sa roznorodne, nowoczesne
i odpowiednio dobrane do zatozonych celéw badawczych. Obejmujg one m. in. LC-MS/MS,
cytometrie przeptywowa, real time PCR, Western blot, testy immunoenzymatyczne ELISA,
barwienia immunohistochemiczne i immunofluorescencyjne, testy wlasciwosci angiogennych,
analizy proliferacji, migracji keratynocytow, analizy aktywnosci metabolicznej komorek (MTT).
Sa one réwniez wyczerpujaco opisane w pracach i polskojezycznym opracowaniu rozprawy.
Poprawne sg takze analizy statystyczne wykorzystane przy opracowaniu uzyskanych wynikow.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania Pani mgr Sylwii Machcinskiej-Zielinskie;
dostarczyly szereg interesujacych obserwacji. Wykazano migdzy innymi, ze ekspresja
kluczowych czynnikéw indukowanych hipoksjg (Hif-la i Fih-1) jest zalezna od aktywnosci
Foxnl. Stwierdzono, ze zraniona skéra myszy pozbawionych Foxnl wykazywala stabilng
i niezmieniona ekspresje czynnikéw Hif-la i Fih-1, podczas gdy u myszy kontrolnych




zanotowano w tkance pourazowej wzrost ekspresji mRNA Hif-1a przy jednoczesnym spadku
Fih-1. Przedstawione dane sugeruja, ze nieprawidtowosci w regulacji ekspresji Hif-la
spowodowane brakiem Foxnl moga uruchamiaé proces gojenia bezbliznowego. Wykazano
ponadto, ze wprowadzenie Foxnl na drodze transdukcji do keratynocytéw pozbawionych
endogennego Foxnl (uzyskane od myszy Foxnl/) zahamowalo ekspresjc mRNA Hif-1a
w warunkach normoksji, ale nie w hipoksji, zas w przypadku Fih-1 odnotowano zahamowanie
ckspresji mRNA wylacznie w warunkach hipoksji. Nalezy zaznaczy¢, ze przedstawione
w niniejszej pracy wyniki sa pierwszymi wskazujacymi na mozliwe wspotdziatanie Foxnl i Hif-
la w skorze. Istotnym elementem poznawczym analizowanej rozprawy byto réwniez wykazanie
nadzorujacej funkcji Foxnl w procesach zwiazanych z odbudowg pourazowego naskoérka,
migracji 1 proliferacji keratynocytéw, oraz w procesie angiogenezy w naprawczym gojeniu
urazOw skory. Badania Doktorantki wykazaly, Ze czynnik Foxnl moze byé elementem
regulujgcym tempo migracji keratynocytow, w zaleznosci od dostepnosci tlenu w miejscu
zranienia. Podczas obnizonej dostepnosci tlenu (hipoksja jako pojedyncza zmienna)
obserwowano zwigkszone tempo migracji keratynocytdw, natomiast znaczne spowolnienie
tempa migracji stwierdzono po transdukcji Ad-Foxnl do keratynocytow. Z kolei, nadekspresja
Foxnl w warunkach normoksji przyspieszyla migracje keratynocytow. Podobnie
jak w przypadku regulacji migracji keratynocytow, w zaleznosci od warunkéw dostepnosci
tlenu, Foxnl nadzoruje proces angiogenezy przeciwstawiajgc sie gwaltownym zmianom
srodowiskowym. Analiza z zastosowaniem spektrometrii mas bialek wykazala m. in. spadek
poziomow biatka glownego regulatora angiogenezy — czynnika wzrostu $rodblonka
naczyniowego, VEGF — w keratynocytach transdukowanych Ad-Foxnl i hodowanych
w warunkach hipoksji. Za interesujace uwazam rowniez wyniki badan, ktére po raz pierwszy
wykazujg istotng funkcj¢ czynnika Foxnl w regulacji ochrony antyoksydacyjne;
w keratynocytach (w warunkach in vitro) i w skorze niezranionej, ale réwniez pourazowej
(w warunkach in vivo), poprzez aktywacje systemu tioredoksyn (Txn). Analizujgc profil
biatkowy keratynocytow stymulowanych in vitro za pomoca adenowirusa Ad-Foxnl
stwierdzono m. in. wzrost ekspresji tioredoksyny Txn2 (istotnej w regulacji potencjatu
blonowego mitochondriéw) 1 reduktazy tioredoksyny Txnrd3, szczegdlnie w warunkach
hipoksji. Nalezy podkresli¢, ze prezentowane wyniki sa pierwszymi identyfikujagcymi obecnogé
aktywnej formy Txnrd3 w keratynocytach, ale takze pierwszymi uzyskanymi w badaniach
prowadzonych na modelu myszy. Inspiracja do kolejnych badan moga by¢ przeprowadzone
analizy in silico, ktére wskazaly mozliwe miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego Foxnl
w ukladzie tioredoksyn — Txnl, Txnrdl, Txn2, Txnrd2 i Txnrd3.

Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki badan sg interesujgce i $wiadecza o zlozonosci
mechanizméw kontrolujacych proces gojenia sig ran skéry. Stanowia réwniez solidna podstawe
do planowania dalszych badan zmierzajacych do pelniejszego poznania tego niezwykle
ztozonego procesu. Autorka, pomimo uzyskania tak licznych wynikéw zaprezentowata
je w sposdb uporzgdkowany i przyjazny w odbiorze. Prezentacja graficzna rycin, tabel oraz zdjeé
jest przejrzysta 1 staranna. W dyskusjach zamieszczonych w publikacjach wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej oraz w jej polskojezycznym opracowaniu dokonano wnikliwej analizy
iinterpretacji uzyskanych wynikow. W mojej opinii, sformutowane wnioski jednoznacznie
weryfikujg postawiona w pracy hipotez¢ badawcza. Bardzo pozytywnie oceniam takze
uwzglednienie w dyskusji opracowania polskojezycznego, ale przede wszystkim w oryginalnych
publikacji, schematow podsumowujacych uzyskane wyniki oraz obrazujacych potencjalng role
czynnika Foxnl w procesie gojenia urazéw skornych. Doktorantka cytuje obszerne



pi$miennictwo, co umozliwito Jej wykazanie si¢ gruntowna znajomos$cia problematyki
zwiazane] z tematem przedstawionej rozprawy doktorskiej. Wszystkie te elementy swiadcza
o zrozumieniu podjetej tematyki badawczej, ale przede wszystkim o dojrzatosci naukowej
Doktorantki.

W ocenie rozprawy trudno jest sformulowaé krytyczne uwagi, poniewaz prace naukowe
opublikowano w prestizowym czasopismie o miedzynarodowym zasiegu 1 wysokich
wskaznikach bibliometrycznych, i z pewnoscig zostaly rzetelnie ocenione przez szerokie grono
recenzentéw oraz edytorow redakcji. Niemniej jednak podczas analizy prac i polskojezycznego
opracowania rozprawy nasuneto mi si¢ kilka uwag/pytan, ktérymi chciatabym si¢ podzieli¢:

1. Na str. 57-58 Doktorantka dokonuje poréwnania modelu wycigcia i nacigcia skomego

u myszy. Chciatabym zapyta¢, co Autorka miata na mysli twierdzac, Ze uzyskane dane
potwierdzaja koncepcjg, ze rodzaj nacigcia skory odzwierciedla profil gojenia (str. 38,
1. 3)?

2. Na jakiej podstawie dokonano wyboru warunkow obnizonej dostepnosci tlenu (hipoksji)
do badan in vitro na poziomie 1%?

3. Prosze o doprecyzowanie informacji dotyczacej udziatu Doktorantki w wykonaniu analiz
statystycznych. Prosze zwroci¢ uwage na pewne niescistosci w rozdziale Analiza
statystyczna (str. 39, pierwsze zdanie tego rozdziahu wskazuje, ze zostala ona wykonana
przez firme Biostat) oraz rozdziale Statistical methods w poszczegdlnych publikacjach.
Czy Doktorantka brata udziat w wykonywaniu analiz bioinformatycznych?

4. Chciatabym zwr6cié uwage na nieistotne z merytorycznego punktu widzenia, ale jednak
licznie wystepujace w  polskojezycznym  opracowaniu  edytorskie potknigcia,
tzw. literdwki (np. kolagen typu i), szereg zdan rozpoczynajacych si¢ z male; litery, brak
konsekwencji w stosowaniu skrétow (np. MMPs, TIMPs, TGFf) lub nieprecyzyjne
zdania (np. zdanie na str. 44, zaczynajace si¢ od ,,Cho¢ wzor ekspresji...”; ostatnie
zdanie na str. 55).

5. Prositabym o krétka odpowiedZ na temat udziatu czynnikow transkrypeyjnych PPAR
w regulacji procesu gojenia si¢ ran.

6. Jakie widzi Pani mozliwosci praktycznego wykorzystania uzyskanych wynikéw badan?

7. Gdyby Pani uzyskata wysokobudzetowy projekt naukowy, to jaki problem badawczy
bylby przedmiotem Pani badan w najblizszej przyszlosci i dlaczego?

8. Czy moze Pani wskazaé/poleci¢ potencjalnemu pacjentowi zwigzki naturalnie
wystepujace w przyrodzie, ktore moga przyspieszy¢ proces gojenia sig ran?

PODSUMOWANIE

Pragne z pelnym przekonaniem stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
prezentuje wysoki poziom naukowy. Podjety problem badawczy jest interesujacy i aktualny,
a uzyskane przez Doktorantke wyniki sa niezwykle wartosciowe pod wzgledem poznawczym,
stanowiagc cenne uzupelnienie wiedzy z zakresu regulacji procesu gojenia urazéw skory.
Opublikowane dwie oryginalne prace o migdzynarodowym zasiegu sa rzetelnie przygotowane,
zawieraja jasno okreslone cele poparte dobrze przeprowadzonymi doswiadczeniami i wynikami
oraz wnikliwa i merytoryczng dyskusjg. Na podkreslenie zastuguje roéwniez szeroki zakres
prowadzonych badan naukowych oraz kompleksowe podejscie do rozpatrywanego problemu.
Doktorantka wykazala sie szeroka wiedza oraz umiejgtnosciami w doborze i postugiwaniu si¢
licznymi i nowoczesnymi metodami biologii molekularnej. Mozna sadzi¢, ze Doktorantka




zdobyla niezbedne doswiadczenie i umiej¢tnosci przydatne w przysziej pracy badawczej.
Nauwage zastuguje takze fakt, ze dotychczasowy dorobek naukowy Doktorantki obejmuje
dziewigé prac, tacznie z pracami bedgcymi podstawa rozprawy doktorskiej, opublikowanych
w latach 2022-23 w czasopismach umieszczonych na liscie JCR (wg bazy Web of Science liczba
cytowan wynosi 35 a indeks 4 — 4).

WNIOSEK KONCOWY
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Wplyw indukowanego hipoksja czynnika Hif-
lo oraz czynnika transkrypcyjnego Foxnl na ukierunkowanie procesu gojenia urazow skory
(regeneracyjny vs reperacyjny)” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i w pelni
spelnia wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U. 2018, poz. 1668 z p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym zwracam si¢
do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii
Nauk w Olsztynie z wnioskiem o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Bronistawy
Machcinskiej-Zielinskiej oraz dopuszczenie do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia
doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

Jednoczesnie biorgc pod uwage wysoki poziom naukowy zaprezentowanych wynikow
badan oraz ich tworczy charakter, co znajduje odzwierciedlenie w opublikowaniu
ich w czasopismach o Swiatowym zasiggu, pragng przedfozy¢ Wysokiej Radzie wniosek

0 wyrdznienie niniejszej pracy.
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