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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Sylwii Bronistawy Machcinskiej-Zielinskiej

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Pani Sylwii Bronistawy
Machcinskiej-Zielinskiej jest: ,Wptyw indukowanego hipoksjg czynnika Hif 1a oraz czynnika
transkrypcyjnego Foxn1 na ukierunkowanie procesu gojenia urazéw skory (regeneracyjny
Vs reperacyjny)”.

Promotor pracy: Prof. dr hab. n. med. Barbary Gawronskiej-Kozak,
Instytut Rozrodu Zwierzat i Badarn Zywnosci, Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.

1) Ocena merytoryczna
a) trafnos¢ podjetej tematyki i jej oryginalnosé.

Skora stanowi powtoke ochronng narazong na ciggly kontakt z czesto niezbyt
przyjaznym $rodowiskiem. Przerwanie bariery naskérkowej zwigzane jest z duzym
niebezpieczenstwem zaréwno ze strony potencjalnych patogendw, czy toksyn, ale rowniez ze
wzgledu na potencjalng utrate ptynéw fizjologicznych (np. krwi). Dlatego tez, w skérze istniejg
mechanizmy usuwania uszkodzen oparte na reparacji lub regeneracji. Co istotne, procesom
naprawczym towarzyszy réwniez wioknienie tkanki, co prowadzi do powstawania blizn;
natomiast w proces regeneracji przebiega bez wytworzenia blizny. Niestety w toku ewolucji
procesy regeneracyjne zostaly zastgpione przez naprawcze, jednak jak dotad doktadny
mechanizm oraz regulacja tych dwéch proceséw nie jest dobrze zbadania. Wydaje sie, ze
czynnik transkrypcyjny Foxn1, poprzez regulacje odpowiedzi na niedotlenienie (hipoksje) jest
odpowiedzialny za indukcje regeneradiji bezbliznowej skory. Rozprawa doktorska mgr Sylwii
Bronistawy Machciriskiej-Zielinskiej jest kontynuacjg badan prowadzonych przez zespét
Prof. dr hab. n. med. Barbary Gawroriskiej-Kozak nad rolg czynnik transkrypcyjny Foxn1
W procesie gojenia ran i $wietnie wpisuje sie w nurt najnowszych badan; wychodzagc naprzeciw
wyzwaniom wspdtczesnej medycyny regeneracyjne;.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska przygotowana zastata w formie
monografii, w tak zwanym ,trybie przejéciowym” (Na podstawie, Art. 179 ust. 6-9 Ustawy z
dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 22018 r., poz. 1669 z pdzn. zm.). Manuskrypt zawiera, 77 numerowanych stron, w tym,
9 ryciny. Dodatkowo, jako zataczniki dodano dwie publikacji, ktére sa podstawg
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przedstawionego do oceny osiggniecia oraz odpowiednie oswiadczenia wspotautorow. W obu
artykutach doswiadczalnych, ktére ukazaly sie w renomowanym czasopismie FASEB J,
doktorantka jest pierwszym autorem. Zgodnie z o$wiadczeniami wspotautoréw publikacji
udziat mgr Sylwii Machcinskiej-Zielinskiej w powstaniu tych prac, byt znaczacy (55% w obu
pracach) i obejmowat wykonanie wiekszosci badan, analizy wynikéw oraz przygotowanie
manuskryptow.

b) ocena uzyskanych rezultatow

Rozprawa doktorska Pani mgr Sylwii Machcinskiej-Zielinskiej oparta zostata o dobrze
zaplanowane badania polegajgce na obserwacji zmian zachodzacych w trakcie gojenia sie
ran, u myszy pozbawionych ekspresji biatka Foxn1”, w porownaniu do myszy kontrolnych
Foxn1**. Dodatkowo, dos$wiadczenia przy wykorzystaniu wyizolowanych keratynocytéw
i fibroblastow z myszy Foxn1” oraz Foxn1** zbadano wptyw niedotlenienia (1% tlenu)
na wlasnosci komoérek oraz aktywacje odpowiedzi na niedotlenienie poprzez czynnik Hif-1a.

Wsrdéd najistotniejszych wnioskéw wynikajgcych z przedstawionych badan, nalezy
wymieni¢:

1. Wykazanie, ze myszy pozbawione czynnika transkrypcyjnego Foxn1 (Foxn1”)
charakteryzujg sie regeneracyjnym gojeniem uszkodzen skoéry. Nadekspresjg biatka Tgf3
oraz kolagenu typy lll, oraz charakterystyczna dynamika zmian w poziomach mRNA
oraz biatek Mmps/Timps prowadzi do szybkiej odbudowy bariery naskdrkowe;.

2. Efektywna ekspresja czynnik transkrypcyjny Foxn1 stymuluje procesy naprawcze
w naskorku po urazie, w tym migracje i proliferacja keratynocytdw oraz angiogeneze,
co prowadzi powstawania blizn.

3. Foxn1 modulowanie ekspresji czynnikéw indukowanych hipoksjg: Hif-1a oraz jego biatek
towarzyszacych: Ep300 oraz Fih-1.

4. Czynnik transkrypcyjny Foxn1 aktywuje biatka uczestniczace w odpowiedzi na szok
tlenowy, w tym biatka ukiadu tioredoksyn (np. tioredoksyny 3, Txnrd3), nie tylko w trakcie
gojenia urazéw skory, ale réwniez w skorze nieuszkodzonej.

Podsumowujac, przedstawione do oceny badania wskazuja, ze czynnik transkrypcyjny
Foxn1, petni decydujaca role w wyborze $ciezki gojenia rany wptywajac na ekspresje czynnika
Hif-1a, jego regulatordw oraz aktywacje odpowiedzi na szok oksydacyjny, ze szczegdlnym
uwzglednieniem uktadu tioredoksyn. Wydaje sie, ze uzyskane wyniki mogg mie¢ olbrzymie
znaczenie praktyczne, np. w leczeniu ran przewleklych, czy w kosmetologii (gojenie
bezbliznowe). Szkoda, ze autorka nie podkreslita potencjalnych aspektow aplikacyjnych
wynikajgcych z badan przedstawionych w ocenianej rozprawie doktorskiej.




¢) poprawno$c formalno-jezykowa, stylistyczna I interpunkcyjna, sposob prezentaci.

Rozprawa napisana jest poprawnie pod wzgledem jezykowym, a niewielkie literowki
nie wptywaja na bardzo dobry odbiér pracy. Czesé, z nich zapewne wynika z autokorekty
dokonywanej przez edytor tekstu, jak skolagen typu i", zamiast ,kolagen typ | (pierwszego)”.

2) Ocena metodologiczna
a) dobor literatury, umiejetnosci, wykorzystania Zrédet

Praca mgr Sylwii Bronistawy Machcinskiej-Zielifiskiej zawiera ponad 101 dobrze
dobranych odno$nikéw literaturowych. Niestety, znaczna czg$¢ cytowanych prac (83/101)
to artykuly lub podreczniki, ktére ukazaty sie przed rokiem 2015. Nalezy doda¢, ze praca
zawiera rowniez rysunki na ktéry przedstawiono: budowe skaéry, proces gojenia ran, metodyke
badawcza oraz podsumowanie wynikéw. Rysunki wykonane sa bardzo starannie i bardzo
dobrze ilustrujg omawiane zagadnienia. Mam tylko jedng uwage, co do schematu skéry myszy
(Rys. 1 strona 11). Warstwa jasna raczej nie wystepuje w skorze owtosione, gdyz jest cecha
charakterystyczng dla skoéry nieowlosionej; w przypadku myszy beda to na przyktad opuszki
konczyn.

b) poprawnosc formutowania probleméw i hipotez (zatozer; badawczych).

Podjeta tematyka jest jak najbardziej aktualna, nie tylko z naukowego punktu widzenie,
ale réwniez z praktycznego, gdyz zaburzenie gojenie ran jest powaznym problemem
klinicznych, natomiast powstajgce w wyniku naprawy uszkodzen skory blizny mogg przyczynié
si¢ do stygmatyzacji pacjentéw. Dlatego tez uwazam, ze podjecie proby zbadania
mechanizméw decydujacych o aktywacji $ciezki regeneracyjne lub naprawczej sg jak
najbardziej istotne. Co wiecej, zbadanie interakcji miedzy czynnikami transkrypcyjnymi Foxn1
I Hif-1a jest logiczng kontynuacja badan prowadzonych przez grupe Pani Prof. Barbary
Gawronskiej-Kozak. Pierwsza hipoteza badawcza dotyczy wiasnie zbadania interakcji
migdzy tymi czynnikami na modelu myszy (Foxn1" oraz Foxn1**). Drugim cel pracy byto
okreslenie wptywu Foxn1 na interakcje miedzy fibroblastami oraz keratynocytami, co $wiadczy
o dobrej znajomosci proceséw zachodzacych w trakcie odnowy bariery skornej po urazie. O ile
keratynocyty naskoérka sg odpowiedzialne za proces reepitalializacji, to fibroblasty wytwarzajac
duze ilosci kolagenu typu I, sa odpowiedzialne za powstawanie blizn. Tak wiec, uwazam
zaréwno same hipotezy badacze, jak réwniez wymienione zadania badawcze, stanowia
logiczng cato$¢, a uzyskane wyniki wskazujg na istotng rolg czynnika Foxn1 w regulacji
odpowiedzi na niedotlenienie poprzez czynnik Hifla oraz aktywacje odpowiedzi na stres
oksydacyjny. Co wiecej, doktorantka wykazata, ze procesy te w znacznym stopniu wplywaj
na przebieg procesu gojenia ran (regeneracja, czy naprawa).

¢) trafno$¢ doboru metod i narzedzi badaweczych, umiejetnosc¢ ich zastosowania.

Autorka wykorzystata szeroki wachlarz technik histochemicznych  (immuno-
histochemicznych, mikroskopii fluorescencyjne oraz cytometrii przeptywowej), biologii
molekularnej (QPCR oraz Western Blot) oraz badan funkcjonalnych (proliferacja komoérek oraz
ich  mobilnosci, indukcja agiogenezy). Nalezy podkreslié, ze do okreslenia czynnikow
odpowiedzialnych za interakcje miedzy keratynocytami, a fibroblastami wykorzystano badania
proteomiczne, dzigki ktérym udato sie zidentyfikowaé szereg biatek uczestniczgcych
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w sygnalizacji miedzy keratynocytami, a fibroblastami. Bardzo cenne wydaje sie potgcznie
badan na zwierzetach z badaniami in vitro na keratynocytach. Umozliwito to potaczenie
wynikow obserwacji procesu gojenia sie ran u zwierzgt doswiadczalnych, z badaniami
proteomicznymi oraz funkcjonalnym wykonanymi na kohodowalach keratynocytow
i fibroblastow. Uzyskane wyniki wskazujacg na kluczowg role mechanizméw indukowane
przez niedotlenienie, ktére sg zalezne od Foxn1. Nalezy dodag, ze na przeprowadzenie badan
uzyskano odpowiednie zgody Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzetach w Olsztynie (zgoda nr 68/2018).

Warto zwréci¢ uwage, ze wyniki, ktére sa podstawg przedstawionej do recenziji
rozprawy doktorskiej, zostaly juz poddane skrupulatnej ocenie eksperckiej i opublikowane
W prestizowy czasopismie FASEB J. Jednak, uwagi na funkcje recenzenta mam kilka pytan
i uwag dotyczgcych metodologii oraz prezentowania wynikow.

- Dlaczego w doswiadczeniach wykorzystywano dwa modele mysie - Balb/c/cmdb
(Foxn1**) oraz C57BL/6 (Foxn1**) i czy mogto mie¢ to wptyw na uzyskane wyniki?

- Jaki byt poziom ekspresji (MRNA) oraz poziom biatka Foxn1 w badanych szczepach
Balb/c/cmdb (Foxn1**) oraz C57BL/6 (Foxn1**) i dlaczego zastosowano model
z nadprodukcjg Foxn1 w szczepie dzikim (Foxn1**)? Warto dodagé, ze nadprodukcja biatka
nie zawsze odzwierciedla fizjologiczny poziom biatka w komérkach, co moze wptywaé
na jego aktywno$¢, a wiec wyniki uzyskane w badaniach (fizjologiczny poziom
vs nadprodukcja), nie koniecznie sg komplementarne.

- Wydaje sie, ze badania na fibroblastach (Foxn1+*) bytby by dodatkowa kontrols.

- Dlaczego wyniki gPCR przedstawiane $g w oparciu o obliczenia: gen badany/gen
referencyjny*10? Dlaczego nie zastosowano powszechnie stosowanej metody AACt,
polecanej réwniez przez producenta stosowanych odczynnikow (Biorad).

Mam réwniez dwa bardzo ogélne pytania:

- Czy autorka zastanawiata sie, dlaczego u wyzszych kregowcow, jak réwniez u cziowieka,
przewaza proces naprawy uszkodzonej tkanki, z wytworzeniem blizny, a nie regeneracji?

- Czy autorka myslata juz o praktycznym wykorzystaniu uzyskanych wynikow?

Na zakonczenie chciatbym podkreslié, ze bardzo wysoko oceniam warsztat
badawczy Pani mgr Sylwia Bronistawa Machciriska-Zieliriska, szczegoélnie, jesli chodzi
o badania wykonane na zwierzetach.

d) poprawno$¢ uktadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca ma klasyczny ukfad, zawiera doktadny spis tresci, streszczenie po polsku
I angielsku oraz drobiazgowy spis skrotow. Nastepnie umieszczony jest bardzo przydatny
wstep systematycznie wprowadzajacy czytelnika w tematyke, poczynajac od budowy skéry.
Pozniej, oméwione sg sposoby odbudowy uszkodzen skéry, a na zakoriczenie wstepu
doktorantka charakteryzowata czynnik transkrypcyjny FOXN1, wprowadzita w tematyke
niedotlenienia oraz odpowiedzi na szok tlenowy, ze szczegdinym uwzglednieniem roli biatek
z rodziny tioredoksyn. Praca opiera sie na dwéch hipotezach badawczych, oraz szeregu
dobrze zdefiniowanych zadan badawczych. Kolejny rozdziat opisuje bardzo drobiazgowo
materiaty i metody, chociaz brakuje w nim informacji dotyczacych producentow
poszczegdlnych odczynnikéw. Natomiast rozdziat koriczy sie adnotacjg, ze dane dotyczgce

4




producentow znajdujg sie w dotaczonych manuskryptach. Nastepnie umieszczone
sq rezultaty, w ktérych doktorantka systematycznie i w sposéb logiczny omawia uzyskane
wyniki. Dyskusja stanowi obszerne omoéwienie wynikéw w $wietle wczeséniejszych dokonan
zespotu Pani Prof. Barbary Gawronskiej-Kozak, oraz danych literaturowych.
Po podsumowaniu w jezyku polskim i angielskim umieszczono jeszcze spis literatury.
Dodatkowo, manuskrypt zawiera o$wiadczenia wspotautoréw oraz wydruk dwach publikacji
bedgcych podstawg przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej wraz z bardzo obszernymi
uzupetniajgcymi danymi.

Autorka w sposob przejrzysty i doktadny opisuje zaréwno metodyke oraz wyniki jak
rowniez swobodnie prowadzi dyskusje. Jesli chodzi o forme prezentacji, to nalezy zwrécié
uwage na obszerno$é pracy (77 stron maszynopisu), ktoéra bardziej odpowiada raczej
monografii, niz dysertacji opartej o publikacjach. Zapewne wystarczytoby wprowadzenie,
krotkie omoéwienie najwazniejszych wynikow oraz podsumowanie. Z drugiej strony, tekst
rozprawy pozbawiony jest catkowicie dokumentagji graficznej wynikéw, a jedynie odwoluje sie
do rysunkéw zamieszczonych w publikacjach, ktére stanowig zatgczniki do rozprawy. Mimo
tego, Zze praca jest napisana bardzo przystepnie, to jednak duzo tatwiej czyta sie zatagczone
publikaciji konfrontujac, na biezaco tekst z rysunkami. Poniewaz nie sg to uwagi merytoryczne,
nie wplywa to na mojg wysokg ocene pracy. Warto réwniez podkresli¢, ze zaréwno wstep jak
i metody oraz dyskusja zawierajg bardzo przydatne schematy umozliwiajgce zrozumienie
omawianej tematyki, przesledzenie protokotu doswiadczen na zwierzetach, czy tez
podsumowujacego wyniki badan.

Chciatbym podkresli¢, ze wszystkie sugestie i uwagi zawarte w przedstawionej recenzji,
W Zzadnej mierze nie umniejszajg dokonaA doktorantki oraz wartosci poznawczej
prezentowanych badan.

3) wnioski koricowe.

Podsumowujac, monografia mgr Sylwii Bronistawy Machcinskiej-Zielinskiej
oparta jest o dwéch bardzo istotnych z punktu widzenia rozwoju naszej wiedzy
0 gojeniu ran publikacjach, ktére ukazaly si¢ w renomowanym czasopismie FASEB J.
Na uwage zastuguje umiejetnosé autorki taczenia badan na zwierzetach z praca
na modelach komérkowych oraz mnogosé zastosowanych technik, w tym, badan
proteomicznych. Nie mam wiec watpliwosci, ze przedstawiana do recenzji rozprawa
doktorska spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
z Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
2018, poz. 1668 z p6zn. zm.), dlatego tez pozwalam sobie przedstawié Wysokiej Radzie
Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w
Olsztynie, wniosek o dopuszczenie Pani Sylwii Bronistawy Machcinskiej Zielinskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Gdansk, dnia 03.02.2023 Prof. dr hab. Michat Zmijewski

profdrpab. Michat Zmijewski
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