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rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Machcinskiej-Zielinskiej
pt. "Wplyw indukowanego hipoksja czynnika Hif-1a oraz transkrypeyjnego
Foxnl na ukierunkowanie procesu gojenia urazéow skory (regeneracyjny vs
reparacyjny)”
przygotowanej w Zakladzie Biologicznych Funkcji Zywnosci Instytutu Rozrodu
Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie
pod kierunkiem Pani Profesor Barbary Gawronskiej-Kozak

Gojenie uszkodzen skory jest wypadkowa proceséw mnaprawczych oraz
regeneracyjnych w tkankach. Podstawowa rola proceséw naprawczych jest jak
najszybsze zamknigcie rany dla zminimalizowania czasu ekspozycji organizmu
na szkodliwe czynniki zewngtrzne. Efektem koncowym naprawczego gojenia
ran jest blizna. To niefunkcjonalna tkanka pozbawiona -elementéw
komoérkowych, zbudowana gléwnie =z gesto upakowanych wiokien
kolagenowych, ktére istotnie ograniczaja ruchliwo$é i elastycznosé skory.
Proces regeneracji jest natomiast $ci§le zwigzany z aktywnoscig komorek
macierzystych, ktére maja zdolno$¢ do samoodnowy oraz dajg poczatek
bardziej wyspecjalizowanym komoérkom, réznicujgcym i odbudowujacym
funkcjonalng tkankg. Ostateczny efekt gojenia po urazie jest wypadkows
powyzszych proceséw. Bardzo pozadanym z klinicznego punktu widzenia
efektem naprawy jest ograniczenie bliznowacenia, ktére jest przyczyna wielu
dysfunkcji, ale takze moze stanowi¢ powazny problem estetyczny stad od wielu
lat prowadzone sg liczne badania w tym zakresie. W ten nurt badawczy
doskonale wpisujg si¢ projekty realizowane przez prowadzony przez Panig
Profesor Barbare Gawronska-Kozak zesp6t badawczy biologii regeneracyjnej,
skupiajgce si¢ na wyjasnieniu mechanizméw rtegulujacych procesy gojenia
urazow skornych. Jednym z czynnikéw transkrypeyjnych zaangazowanych w
bliznowe gojenie ran jest Foxnl, ktérego brak w skorze manifestuje sie
niewyjasnionym jak dotad gojeniem regeneracyjnym — bezbliznowym. Biorac
pod uwage wplyw czynnikéw $rodowiskowych na gojenie ran skéry =z
pewnoscig niedotlenienie lezace u podstaw stresu oksydacyjnego stanowi
istotny impuls do indukeji sygnatlow molekularnych regulujacych proces gojenia
w warunkach niedoboru tlenu. Gléwnym regulatorem homeostazy tlenowej jest
indukowany hipoksja czynnik Hif-la, a nieprawidtowosci w jego ekspresji
skutkujg uposledzeniem gojenia, przejawiajacym sie powstawaniem blizn
przerostowych lub brakiem zagojenia. O roli czynnika transkrypcyjnego Foxnl
w skorze wiadomo bardzo niewiele, a jego znaczenie w procesie gojenia ran
stanowi przedmiot badaf zespotu Pani Profesor Barbary Gawronskiej-Kozak.
Wezesniejsze badania zespotu wskazuja na interakcje czynnika Foxnl z Hif-
loei jego genami docelowymi. Biorac powyzsze pod uwage w ramach
przedlozone] do recenzji dysertacji postawiono hipoteze badawcza, iz
indukowany hipoksja czynnik transkrypeyjny Hif-1o poprzez wspéldziatanie z
czynnikiem: transkrypeyjnym Foxnl przekierowuje gojenie regeneracyjne na
gojenie bliznowe. Hipoteze t¢ weryfikowano realizujac dwa zadania badawcze.
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W pierwszym z nich sprawdzano regulacj¢ gojenia ran poprzez badanie interakcji miedzy
Foxnl a Hif-lo, natomiast drugie zadanie badawcze po$wiecone bylo zbadaniu zmian w
fizjologii komoérek naskorka w warunkach niedotlenienia na poziomie molekularnym i
funkcjonalnym w kontekscie zmian poziomu ekspresji Foxnl.

Formalny opis rozprawy

Dysertacja stanowi zbidr dwoch opublikowanych prac, ktérych Pani mgr Sylwia Machcinska-
Zielinska jest wiodgcym autorem. Stanowia one spdjng calos$é, co jest zgodne z art. 13 pkt 2
ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pézniejszymi zmianami, to jest z zapisem moéwigcym, Ze
rozprawa doktorska moze mie¢ forme ,(...) spdjnego tematycznie zbioru  artykutéw
opublikowanych Iub przyjetych do druku w czasopismach naukowych (...)” Prace zostaly
opublikowane w recenzowanych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym (sumaryczny

wspdtezynnik oddziatywania IF = 11,668).

Poniewaz obie publikacje wchodzace w skiad rozprawy doktorskiej sg wieloautorskie, w
rozprawie zamieszczono oswiadczenia wspdlautorow o ich wkladzie w powstanie prac.
Wedlug oswiadczen wspotautoréw Pani mgr Sylwia Machcifiska-Zielinska jest glownym
autorem, wykonala wigkszg cze$¢ doswiadczen w prezentowanych artykutach, brata czynny
udzial w fazie planowania, interpretacji i opracowywania wynikéw oraz pisania
manuskryptow.

Gdy rozprawg doktorska stanowig opublikowane prace recenzent ma znacznie ulatwione
zadanie, albowiem publikacje juz zostaty poddane wnikliwej ocenie przez wskazanych przez
redakejg, w ktorej interesie jest utrzymanie wysokiego rankingu czasopisma, niezaleznych
recenzentéw bedgeych specjalistami w danej dziedzinie. Biorae pod uwage pozytywng oceng
publikacji przez niezaleznych redaktoréw, recenzentow i dotgczajac do tego wiasna ocene nie
mam merytorycznych zastrzezen do ich formy 1 zawartosci.

Publikacje poprzedzone sa obszernym, 76-stronicowym opisem zaprezentowanych w nich
wynikow zredagowanym wg klasycznego schematu rozprawy doktorskiej, zapoczatkowanej
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim i wykazem skrotow oraz spisem publikacji
skladajacych sie na rozprawe doktorska.

Rozdzial pierwszy to syntetyczny wstep liczy18 stron i zawiera 3 ryciny i 1 tabele.
Hipoteza i cele badawcze (rozdziat drugi) zostaty opisane na dwoch stronach pracy.
Glowna hipoteza zawiera dwie bardziej szczegdlowe, ktére byly weryfikowane przez
przeprowadzenie siedmiu zadan badawczych.

Z kolei nastgpujacy rozdziat trzeci Materiaty i metody obejmuje 8 stron i zawiera 4 ryciny
syntetycznie prezentujace schematy przeprowadzonych eksperymentow.

Rozdzial 4 Wyniki liczy 15 stron. Opisane sa w nim uzyskne wyniki eksperymentow z
odwotaniem do rycin zamieszczonych w oryginalnych publikacjach wchodzacych ww sktad
dysertacji.

Dyskusja (rozdziat pigty) obejmuje 8 stron, po ktorej nastgpuje rozdziat szésty Podsumowanie
przejrzyscie zilustrowane schematycznie, a za nim rozdziat siodmy — Wnioski. Bibliografia
obejmuje 10 stron ze 101 pozycjami pismiennictwa. Kolejna czesé rozprawy to oswiadczenia
wspotautoréw dotyczace udziatu poszezegdlnych autoréw w powstawaniu publikacii, kopie
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dwoch oryginalnych prac badawczych, bedacych podstawg dysertacji. Doktorantka zalgczyta
takze dodatkowe materialy do obu publikacji w formie elektroniczne;j.

Uwagi:

w pracy pojwia si¢ szereg bleddw interpunkcyjnych i ortograficznych — zdania rozpoczynane
sq z matej litery.

Przedstawiona do oceny praca doktorska spelnia wymogi formalne rozprawy doktorskiej.

Ocena merytoryczna

Streszezenie pracy, przygotowane zardwno w jezyku polskim, jak i angielskim, jest
informatywne, przywoluje dwie publikacje bedace istota dysertacji i przedstawia w formie
skrotowej cele i najwazniejsze wyniki pracy wraz z podsumowaniem.

Syntetyczny wstep pracy w przejrzysty sposéb wprowadza w zagadnienie rozprawy.
W podrozdziatach Wstepu Doktorantka scharakteryzowala procesy gojenia z wytworzeniem
blizny oraz gojenia regeneracyjnego skory. Z kolei opisala zaangazowany w utrzymanie
homeostazy skory czynnik transkrypcyjny Foxnl i odniosta sie do wczesniejszych prac
zespotu, ktére jednoznacznie wskazaty, iz brak ekspresji tego czynnika w komorkach
naskorka odpowiada za fenomen gojenia bezbliznowego. W kolejnym podrozdziale
Doktorantka omawia jeden z kluczowych bodzcéw srodowiskowych — niedotlenienie, ktore
wplywa na profil gojenia ran indukujgc czynnik Hif-1a.. Ponownie odwoluje sie do badan
zespotu, w ktérych analizowano powiazania aktywnosci Foxnl i hipoksji w gojeniu urazow
skornych i wykazano istotng zalezno$¢ ekspresji gendéw zwigzanych z hipoksja (Hif-1a,
tioredoksyna 1) i Foxnl.W badaniach in vitro wykazano takze indukcje Foxnl pod wplywem
hipoksji. Ostatni podrozdziat poswigcony jest omowieniu udziatu systemu tioredoksyn w
obronie antyoksydacyjnej skéry. Doktorantka zaznacza w tym rozdziale powiazania miedzy
tioredoksyna 1 a czynnikiem Hif-1 i ponownie wplata w te rozwazania uzyskane przez zesp6t
wyniki, ktére stajg si¢ inspiracja do dalszych badan zwigzanych z czynnikiem Foxnl,
bedacych pédzniej zaprezentowanych jako czg$¢ dysertacji. W nastgpnym rozdziale
Doktorantka sformutowata hipoteze badawcza i syntetycznie opisata szczegdtowe zadania
badawcze, jakie postuzyty do zweryfikowania hipotezy.

W rozdziale Materialy i metody Doktorantka przedstawila przebieg do$wiadczen, ktdrych
precyzyjny opis zostal takze zawarty w publikacjach skladajacych sie na dysertacje. Na
uwage zastuguje imponujgcy warsztat metodyczny, jakim postugiwata sie Doktorantka w
trakcie realizacji swoich zadan badawczych.

W badaniach tych wykorzystywany byt model myszy bezgrasiczych (nagich), (Cby.Cg-Foxn1
<nu>/cmdb) z mutacjg w obregbie genu kodujacego czynnik transkrypeyjny Foxnl — Foxnl7/",
u ktérych Pani Profesor Gawronska-Kozak zaobserwowala i opisata (bezbliznowa)
regeneracjg¢ uszkodzonej skéry w dorostym zyciu. W szczegdlnosci badania te dotyczyty roli
czynnika Foxnl w przekierowaniu szlakow regeneracji urazéw skory na szlaki naprawcze z
wytwotrzeniem blizny. Jako kontrole wykorzystano myszy (Balb/c/cmdb) — Foxnl®/". W

eksperymentach in vitro uzyte zostaty keratynocyty i fibroblasty izolowane z myszy Foxnl7/-
oraz Foxnl /™
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W tym miejscu chcialabym prosi¢ o wyjasnienie, w jakim celu przeprowadzano transdukcje —
keratynocytow Foxnl/ oraz Foxnl™/* genem kodujgcym Foxnl? Czy uklad doswiadczalny
wykorzystujqgcy komorki Foxnl/ oraz Foxnl™/" nie byl wlasciwy do realizacji badar
molekularnych w warunkach normoksji i hipoksji? Czy wyniki badan w takim ukladzie in vitro
nie bylyby wiasciwsze do zestawienia z wynikami badar in vivo? Dlaczego w eksperymentach
wykorzystujgcych model kokultury keratynocytow z fibroblastami (z przeznaczeniem do analiz
proteomicznych) wykorzystywano tylko fibroblasty pochodzqce od myszy Foxnl/? Czy
pozywka zdefiniowana dla keratynocytéw jest wlasciwa dla wzrostu fibroblastéw?

W swoich badaniach Doktorantka dokonata poréwnania procesu gojenia ran u myszy Foxnl/"
oraz Foxnl"/", wykonala analizy histologiczne dla zbadania przebiegu reepitelializacji,
odpowiedzi immunologicznej, angiogenezy. Izolowala takze z pobranych wycinkow skory
mRNA 1 bialko, aby za pomocg reakcji RT-PCR i metoda western blot wykazaé réznice w
ekspresji genow biatek bioracych udzial w tworzeniu macierzy miedzykomdrkowej 1 jej
degradacji. Wykonata immunofluorescencyjna analize ekspresji Foxnl i Txnl, a metoda
ELISA okreslita stezenie chemotaktycznej cytokiny MCP-1 indukujgcej rekrutacje
limfocytéw 1 monocytéw w miejsce rany.

W drugiej czesci badan Doktorantka wykorzystata model in vifro i badala wplyw
niedotlenienia na ekspresj¢ genéw indukowanych hipoksjg. Analizy przeprowadzone zostaly
na komorkach izolowanych z myszy Foxnl®/" i Foxnl”/. Grupe do$wiadczalng stanowity
keratynocyty transfekowane wektorem zawierajacym ¢DNA Foxnl oraz bialka zielonej
fluorescencji GFP, grupe kontolng wektorem zawierajgcym jedynie cDNA GFP.

Na podkreslenie zastuguje fakt, iz eksperymenty in virro zostaly przeprowadzone z
wykorzystaniem bardzo obszernego warsztatu metodycznego, analiz proteomicznych i
bioinformatycznych. Przeprowadzono testy angiogenne, badano aktywno$¢ metaboliczna
komorek, proliferacje (MTT), aktywno$¢ migracyjng komorek naskorka (test zarastania rany).

Rozdziat Wyniki zawiera ogélny opis rezultatébw przeprowadzonych badan, odwotujacy sie
do szczegblowych wynikéw zamieszezonych w publikacjach., Wyniki analizy poréwnawczej
procesu gojenia in vivo u myszy z aktywnym i nieaktywnym czynnikiem transkypcyjnym
Foxnl Doktorantka zawarla w pierwszej publikacji:

Impairment of the Hif-1a regulatory pathway in Foxnl-deficient (Foxnl™ ) mice affects the skin
wound healing process.

Machcinska S, Kopcewicz M, Bukowska J, Walendzik K, Gawronska-Kozak B. FASEB J. 2021
Feb;35(2):e21289. doi: 10.1096/fi.202001907R. PMID: 33475195

Wykazala, Ze u myszy pozbawionych czynnika Foxnl urazy skdrne goja si¢ w procesie
regeneracji, ktéry charakteryzuje si¢ szybka re-epitelializacja, wysokim poziomem TGF-B3, a
takze relatywnie wysokim poziomem metaloproteinaz wzgledem ich inhibitorow.

W publikacji opisano wyniki wskazujace jednoznacznie, ze czynniki indukowane hipoksja,
ktéra uruchamia proces gojenia moga by¢ réwniez regulowane aktywnoscia Foxnl.
Nieobecnos¢ tego czynnika wplywa na zachowanie stabilnego poziomu m.in. Hif-1, co moze
uruchamia¢ proces gojenia regeneracyjnego. Dodatkowo przeprowadzone badania wskazuja
na zwigzek miedzy pourazowym wzrostem ekspresji Foxnl, genéw regulowanych hipoksja
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oraz tworzeniem blizny, co uprawnia do zaproponowania mechanizmu regulacji Hif-1a przez
czynnik Foxnl w naprawczym gojeniu ran skory.,

W drugiej publikacji:

Hypoxia reveals a new function of Foxnl in the keratinocyte antioxidant defense system.
Machcinska S, Walendzik K, Kopcewicz M, Wisniewska J, Rokka A, Péidkkonen M, Slowinska M, Gawronska-
Kozak B. FASEB J. 2022 Aug;36(8):¢22436. doi: 10.1096/17.202200249RR. PMID: 35792861

przedstawiono wyniki wskazujace na mechanizm, w ktérym hipoksja i Foxnl reguluja
zmiany fizjologiczne keratynocytow.

Zostaly w niej opisane i zinterpretowane wyniki analiz in vitro, dotyczace profili
proteomicznych keratynocytow transdukowanych wektorem adenowirusowym Ad-Foxnl w
warunkach normoksji i hipoksji. Wyodrgbniono pod wzgledem funkcjonalnym 4 klasy bialek,
ktorych ekspresja jest odmienna w zaproponowanym modelu (Foxnl**-Ad-Foxnl vs.
Foxnl1*"-Ad-GFP vs. Foxnl™). Wykonana zostata takze analiza interakcji biatkowych przy
uzyciu modeli sieciowych. Analiza wyekstrahowanych biatek z zastosowaniem spektrometrii

mas wykazala silng regulacj¢ oksydoreduktaz, w tym systemu Txn w keratynocytach z
nadekspresjg Foxnl.

W tym miejscu prosz¢ o wyjasnienie, czy zestawienie analiz in vitro na zapraponowanym
modelu jest wlasciwe z modelem in vivo opisanym w publikacji 1? Czy wiadomo, jak obecnosé

Jibroblastow wykorzystanych w kokulturze z keratynocytami wphymela na regulacje ekspresji
biatek?

W badaniach funkcji keratynocytéw zwigzanych z gojeniem ran Doktorantka wykazata, ze
czynnik Foxnl pelni funkcjg¢ kontrolujaca i regulujgcg tempo migracji komoérek w zleznosci
od warunkéw dostepnosei tlenu 1 obniza tempo zarastania rany w warunkach hipoksji, co
koreluje z wynikami uzyskanymi in vivo. Wykazata takze zwigzek tej obserwacii z wynikami
analizy ckspresji biatka Cen2 regulujacego odbudowe uszkodzonego naskérka. Poniewaz
angiogeneza odgrywa kluczowsa role w gojeniu ran, Doktorantka przeprowadzila takze test
funkcjonalny tworzenia przestrzennych sieci mikrokapilarnych przez ludzkie komérki
srodibonka zyly pepowinowej (HUVEC — ang. Human Umbilical Endothelial Vein) z
wykorzystaniem medium definiowanym hodowla keratynocytow wykazujacych ekspresje
Foxnl w warunkach hipoksji. Wykazata zmniejszony potencjat proangiogenny HUVEC w
poréwnaniu do hodowli w obecnosci medium kontrolnego, co wskazuje iz Foxnl reguluje
takze angiogeneze w odpowiedzi na zmiany w dostepnosci tlenu w §rodowisku.

Ostatnim, bardzo interesujacym i nowatorskim aspektem badan doktorantki byto wskazanie
Foxnl jako czynnika regulujgcego ochrone antyoksydacyjng w skorze (reguluje ekspresie
biatek kompleksu I i III fancucha transportu elektronéw, synchronizuje uklad tioredoksyn).
Szczegdtowa analiza proteomu keratynocytéw z nadekspresja Foxnl wykazata, ze Foxnl
silnie aktywuje system redox, w tym tioredoksyny i ich reduktazy. Istotnym odkryciem w
opisanych badaniach bylo stwierdzenie obecnosci Txnrd3 w keratynocytach mysich i
regulacji jej poziomu stymulowanej Foxnl w warunkach hipoksji.
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Cele badawcze zostaly zrealizowane i bardzo rzetelniec udokumentowane, a wyniki
oryginalnych badan wskazuja, ze Foxnl jest potencjalnym regulatorem czynnikow
indukowanych hipoksja i wplywa na przebieg gojenia ran. Brak jego aktywnosci skutkuje
zaburzeniem $ciezki sygnatowej Hif-1o. /Fih-1 1 prowadzi do bezbliznowego gojenia ran.
Wyniki wskazujg takze na nowe kierunki badan dotyczgcych udzialu Foxnl i ukladu

tioredosyn w mechanizmach antyoksydacyhnich zar6wno w skorze niezranionej jak i
pourazowe;j.

Podsumowanie

Publikacje bedace podstawa niniejszej rozprawy doktorskiej maja znaczenie zaréwno
poznawcze, jak 1 aplikacyjne. Biorge pod uwage fakt, iz lokalizacja i modulacja ekspresji
czynnika Foxnl w skérze myszy jest analogiczna do ekspresji w skérze cztowieka, a fenotyp
spowodowany brakiem aktywnosci czynnika FOXNI1 wystepuje réwniez u ludzi, wyniki
uzyskane na modelu mysim mogg stanowi¢ podstawe do analiz tkanek ludzkich i w dalszej
perspektywie préb modulowania jego ekspresji dla uzyskania korzystnego -efektu

terapeutycznego szczegdlnie w przypadku gojenia ran przewleklych charakteryzujacych sie
chronicznym niedotlenieniem.

Na podstawie oceny indywidualnego wkiadu pracy Pani mgr Sylwii Machcinskiej —
Zielinskiej w powstanie publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej stwierdzam,
ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w artykule 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule naukowym i
stopniach naukowych oraz o tytule i stopniach naukowych w zakresie sztuki (Dz.U. Nr63,
poz595, wraz z pézniejszymi zmianami) okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o
stopniach 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.z 2017 r. poz.
1789). Zgodnie z ustawsg, przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, wykazuje ogélng wiedze teoretyczng kandydata oraz umiejetnosé samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Wnosze zatem o dopuszczenie przez Rade Naukows Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie Pani mgr Sylwii Machcinskiej—
Zielinskiej do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorge pod uwage wysoka warto$¢ naukowa przedstawionej mi do recenzji rozprawy
doktorskiej wnioskuje o jej wyrdznienie.
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