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pt. ,Zmiennosc procesu gojenia urazow skory w zaleinosci od wieku, otylosci oraz pici w aspekcie
modulacji ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxnl”.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Biologicznych Funkcji Zywnosci Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie pod kierunkiem promotora -
prof. dr hab. n.med. Barbary Gawronskiej-Kozak. Podstawg rozprawy doktorskiej sg 2 oryginalne prace
tworcze opublikowane w czasopismach z listy Journal Citation Reports - ICR: (a) Aging-US (IFs.etni=6,38)
oraz (b) Wound Repair and Regeneration (IFs.emi=4,483). W pracach tych Doktorantka jest pierwszym
autorem, a Jej wkiad w te prace, jak wynika z oswiadczen wspodtautoréw, jest znaczacy (wg zatgczonych
oswiadczen wynosi odpowiednio 55% i 60%) i obejmuje m.in. wykonanie doswiadczen in vivo,
przeprowadzenie szeregu analiz laboratoryjnych, opracowanie i interpretacje wynikow oraz
przygotowanie manuskryptu. Przedstawione prace zostaty opatrzone rozbudowanym, 62
stronnicowym opracowaniem, na ktére sktadajg sie: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
wybranych skrotéw i akronimow, wstep, hipoteza i cele badawcze, materiat i metody, wyniki, dyskusja,
whnioski i bibliografia. Wykonane badania zostaty sfinansowane ze $rodkéw projektéw badawczych
Narodowego Centrum Nauki (OPUS3 Nr 2012/05/B/NZ5/01537 i OPUS14 Nr 2017/27/B/NZ5/02610),
ktérych kierownikiem byta lub ciggle jest Pani prof. dr hab. n.med. Barbara Gawronska-Kozak oraz ze
srodkéw dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego ,Zdrowe Zwierze - Bezpieczna Zywnosé” (Nr 05-
1/KNOW2/2015), ktérego cztonkiem byt Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy poznania molekularnych mechanizmoéw odpowiedzialnych
za proces gojenia ran skérnych. Wiadomo, ze zraniona skoéra dorostych ssakéw goi sie w procesie
naprawczym (reparacyjnym), ktérego efektem jest wytworzenie blizny, natomiast skéra ptodow goi sie
w sposdb bezbliznowy (regeneracyjny). Zespdt, z ktdérego wywodzi sie Doktorantka, kierowany przez
Panig prof. dr hab. n.med. Barbare Gawronska-Kozak, dokonat znaczacych odkry¢ w zakresie poznania
mechanizmow odpowiedzialnych za hliznowe i bezbliznowe gojenie skory ssakow. Wykazano m.in. ze
jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za bliznowe gojenie ran jest czynnik transkrypcyjny Foxnl.
Badania te sg niezwykle cenne nie tylko z punktu widzenia nauk podstawowych ale takze w kontekscie
mozliwosci ich wykorzystania w medycynie regeneracyjnej. Mozna przewidywaé, ze badania
przeprowadzone na modelach zwierzecych beda punktem wyjscia do opracowania nowych podejs¢ w




leczeniu trudno gojacych sie ran czy radzenia sobie z tworzeniem blizn przerostowych ludzi. Badania
Doktorantki skupiajg sie na opisie wptywie wieku, ptci i diety na proces gojenia ran skérnych myszy w
kontekscie ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxnl. Pomimo istnienia doniesien literaturowych na
temat modulacji ekspresji czynnika Foxnl w trakcie zycia osobniczego czy pod wplywem diety, brak
jest danych na temat skumulowanego wptywu badanych czynnikow na proces gojenia ran. Badania
przeprowadzono na cennych modelach zwierzecych - myszach szczepu C57BL/6 (Foxnl +/+) oraz
myszach transgenicznych Foxnl::Egfp (Foxnl +/-). Podjety temat badawczy i nakreslony cel badan
uwazam za wazny i interesujgcy naukowo.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przystepujgc do czytania rozprawy doktorskiej, uwage mojg zwrdcit tytut, w ktérym warto
bytoby dodac gatunek, na ktérym prowadzono badania. Jedynie na podstawie zapisu czynnika
transkrypcyjnego mozna sie domysla¢, ze badania przeprowadzono na gryzoniach. Rozprawe
doktorskg rozpoczynaja streszczenia, w jezyku polskim i angielskim. Bardzo duzo uwagi w tej czesci
poswiecono na wprowadzenie (1 strona) a stosunkowo mniej na temat uzyskanych wynikow. Brak tez
w tej czesci nawet skrotowych informacji na temat metodologii badan czy konkluzji budzi pewien
niedosyt.

W 9-stronnicowym Wstepie Doktorantka dokonuje krotkiej charakterystyki budowy skory,
opisuje procesy gojenia urazoéw skornych oraz role czynnika transkrypcyjnego Foxnl. Odwotuje sie do
kilkudziesieciu pozycji literaturowych, co swiadczy o dobrej znajomosci omawiane] tematyki. W tej
czesci umieszczono jeden schemat - budowy skory myszy, w opisie ktorego warto bytoby podac zrédto,
na ktérym sie opierano przy jego powstawaniu. W przegladzie literatury skupiono sie tylko na roli
czynnika Foxnl jako gtéwnego regulatora bliznowego/bezblizonwego gojenia urazow skéry. Nasuwa
sie pytanie czy znane sg inne czynniki transkrypcyjne regulujgce bezbliznowy proces czy tez brak
aktywnosci Foxnl jest kluczowy do tego procesu. Jakie grupy gendw ulegajg obnizonej ekspresji przy
braku aktywnosci Foxn1? Mysle, e cennym uzupetnieniem tego rozdziatu bytoby przedstawienie w
formie tabelarycznej do tej pory zgromadzonych danych na temat molekularnych modulatoréw
procesu gojenia ran uzyskanych przy uzyciu réznych modeli badawczych. Chetnie ustysze uzupetnienia
na ten temat w trakcie obrony pracy doktorskiej. Prosze takze o wyjasnienie czy istniejg na poziomie
molekularnym podobiefistwa w zakresie regeneracji skory nizszych kregowcow (np. ptazow
bezogoniastych) czy myszy z rodzaju Acomys a modeli mysich z rézng aktywnoscig genu Foxnl.

Rozdziat Hipoteza i cele badawcze zawiera jedna nadrzedna hipoteze badawcza, zaktadajaca,
ie podeszty wiek iflub otylosc oraz towarzyszace zmiany ekspresji czynnika Foxnl prowadza do
nieprawidfowosci w procesie gojenia ran skornych myszy C57BL/6. Uzupetnieniem tego sg 2
poprawnie sformutowane hipotezy szczegotowe. Nie okreslono gtdwnego celu pracy a wskazano cztery
zadania badawcze dotyczace: (1) wykazania wptywu wieku (osobniki mtode i stare} i diety
(niskottuszczowa i wysokottuszczowa) na homeostaze skéry myszy C57BL/6, (2) analizy procesu gojenia
ran skornych samic i samcow myszy w kontekécie wieku i diety, (3) wykazania zmian w ekspresji
czynnika transkrypcyjnego Foxnl w skdrze osobnikow mtodych, dorostych i starych myszy C57BL/6,
(4) analizy przebiegu procesu gojenia ran skérnych osobnikdw mtodych, dorostych i starych myszy
transgenicznych Foxnl::Egfp w aspekcie zmian ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxnl.
Zaplanowane zadania badawcze sa rozbudowane i adekwatne w kontekicie sformutowanej powyzej
hipotezy a podjety problem naukowy o duzym znaczeniu poznawczym.

Rozdziat Materiafy i Metody sktada sie z 12 stron maszynopisu, zawiera 3 ryciny i 4 tabele.
Doswiadczenia in vivo na zwierzetach przeprowadzono w Zwierzetarni Instytutu Rozrodu Zwierzat i




Badan Zywnos$¢ PAN w Olsztynie za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w
Olsztynie (zgody nr 28/2012 i 22/2015). W badaniach wykorzystano myszy szczepu C57BL/6 oraz
myszy transgeniczne Foxnl::Egfp, u ktorych transgen eGFP byt pod kontrolg sekwencji regulatorowej
genu Foxnl. Myszy szczepu C57BL/6 sg powszechnie wykorzystywane w badaniach biomedycznych,
szczegolnie w badaniach genetycznych jako kontrola dla myszy genetycznie modyfikowanych, jednakze
opisywane sg u tych zwierzat predyspozycje do wystepowania roznego rodzaju zmian skornych. Czy w
zwigzku z tym jest to idealny model do badania proceséw zwigzanych z gojeniem sie ran skornych i czy
sg dostepne dane o ewentualnych réznicach genetycznych tego szczepu, ktére moga przyczyniac sie
do problemoéw skdrnych? Wiadomo, ze skéra ludzka jest najbardziej anatomicznie i fizjologicznie
podobna do skory swini — czy istniejg doniesienia na temat uzycia tego modelu badawczego w
badaniach nad gojeniem ran skérnych i rolg czynnika FOXN1? Chetnie ustysze co$ na ten temat na
obronie pracy doktorskiej. Cennym elementem pracy doktorskiej byto przeprowadzenie doswiadczen
na myszach transgenicznych bedacych hemizygotami Foxnl::eGFP. Przy opisie tego modelu odwotano
sie do pozycji literaturowej, w ktdrej opisano ten szczep myszy — Terszowski i wsp. Science, 2006. Czy
moge prosi¢ w trakcie obrony o przedstawienie rdznic w fenotypie myszy Foxnl+/- i Foxnl-/-.

W kolejne] czedci rozdziatu Materialy i Metody Doktorantka opisuje doswiadczenia
przeprowadzone oddzielnie dla zadan badawczych 112 oraz 3 i 4. Ta cze$¢ pracy zostat wzbogacona 3
rycinami, co ufatwia Czytelnikowi poznanie uktadu eksperymentalnego. Rycina 2 zaprezentowana w
tej czesci jest odpowiednikiem Ryciny 1 w artykule opublikowanym w Aging. Opis ryciny w pracy
doktorskiej powinien brzmie¢ jako ,schemat uktadu eksperymentalnego..” a nie ,schemat diety...”.
Dostrzegam tez pewne niescistosci miedzy opisem tej czesci doswiadczenia w artykule (str. 14) i pracy
doktorskiej - m.in. 16-18mc versus 18-19mc dla myszy starych czy tez udziat ttuszczu w dietach — w
pracy doktorskiej podano % ttuszczu a w artykule %kcal z ttuszczu. Wydaje sie, ze dane podane w pracy
doktorskiej sg btedne (59% ttuszczu w diecie to bardzo duza dawka). Nastepnie Doktorantka
szczegotowo opisuje metodyke badan, ktéra jest bardzo rozbudowana i dotyczy izolacji komérek skdry,
wykorzystania cytometrii przeptywowej, analiz histologicznych w oparciu o immunofluorescencje i
immunocytochemie, izolacje RNA i RT-qPCR, izolacje biatek oraz ich oznaczanie technikami Western
blot, ELISA i spektrofotometryczng. Analiza statystyczna wynikéw dla zadan badawczych 1 i 2
przeprowadzona zostata przez firme Biostat a wyniki zadan badawczych 3 i byly analizowane
samodzielnie. Do tej czgsci pracy mam nastepujgce pytania: (1) jaka byta jakos¢ RNA uzyskanego z
naskdrka poddawanego wczesniej calonocnemu trawieniu dispaza? (2) przyjmuje sie, ze w analizie RT-
gPCR minimum 2 geny referencyjne powinny by¢ uzyte (np. rekomendacje wg Bustin i wsp., Clin Chem.
2009, 55(4):611-22), dlaczego zatem zdecydowano sie na uzycie tylko jednego genu referencyjnego —
Hprt1? W czesci dotyczacej opisu zestawow starterow i sond TagMan warto bytoby podaé producenta.
Podsumowujac te cze$¢ pracy doktorskiej stwierdzam, ze zastosowano w pracy rozbudowang i
kompleksowg metodyke badan. Opis przedstawionych metod moze stanowi¢ cenny materiat Zrodtowy.

W nastepnym rozdziale Doktorantka prezentuje Wyniki, ktdre zostaty podzielone na dwie
czesci — odpowiednio do zadan badawczych 11 2 (Publikacja nr 1) oraz 3 i 4 (Publikacja nr 2). Zadania
te natomiast odpowiadajg publikacjom stanowigcym podstawe pracy doktorskiej tj.:

1. Kopcewicz M, Walendzik K, Bukowska J, Kur-Piotrowska A, Machcinska S, Gimble IM,
Gawronska-Kozak B. Cutaneous wound healing in aged, high fat diet-induced obese female or
male C57BL/6 mice. Aging (Albany NY). 2020 Apr 15;12(8):7066-7111.

2. Kopcewicz MM, Kur-Piotrowska A, Bukowska J, Gimble JM, Gawronska-Kozak B. Foxnl and
Mmp-9 expression in intact skin and during excisional wound repair in young, adult, and old
C57BI/6 mice. Wound Repair Regen. 2017 Apr;25(2):248-259.




Uzyskane wyniki nie zostaty przedstawione w kolejnosci ich opublikowania, jednakze nie ma to wptywu
na odbiér omawianych tresci. Jest jednak dziwnym stwierdzenie w Dyskusji pracy (str. 45), ze wyniki
przedstawione w pracy z 2020r. sktonity Doktorantke do przeprowadzenia analiz, ktore zostaty
opublikowane w 2017r., tym bardziej, ze badania te byly prowadzone w ramach dwoch réznych
projektéw NCN, jak wskazano w artykutach. Wyniki zostaty opublikowane w uznanych czasopismach
zlisty JCR i z pewnoscig przeszty juz wnikliwg ocene recenzencka. Na uznanie zastuguje kompleksowos¢
przeprowadzanych badan oraz ilos¢ uzyskanych wynikéw. Odzwierciedlaniem tego moze byc liczba
rycin i tabel — odpowiednio w publikacji nr 1 — 7 rycin, 1 tabela oraz 51 tabel w suplemencie oraz w
publikacji nr 2 ~ 7 rycin. Uzyskane wyniki zostaty jasno opisane w rozprawie doktorskiej. Te czesé pracy
nalezy czyta¢ facznie z publikacjami, aby sledzi¢ przedstawione na wykresach i mikrofotografiach
wyniki. W opracowaniu uzywa sie stowa ,figura”, co powinno by¢ zastgpione polskim sfowem ,rycina”.
Doktorantka bardzo dobrze poradzita sobie z opisem bardzo wielu pojedynczych wynikow i ich
interpretacja. Szczegdlnie cenna wydaje sie Tabela 5 w rozprawie doktorskiej (Odpowiednik Tabeli 1 w
publikacji nr 1), w ktdrej pokazana jest ztozonosc interakcji pomiedzy wiekiem, dietg i ptcig na proces
gojenia ran skdrnych mtodych i starych osobnikdw (samic i samcow) myszy karmionych dietami nisko-
i wysokottuszczowymi. Caty rozdziat napisany jest rzetelnie i $wiadczy duzym przygotowaniu
merytorycznym Doktorantki w tym zakresie.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

a. Wykazanie, ze rozrost srodskornej tkanki ttuszczowej bedacy efektem diety
wysokottuszczowej, rekompensuje utrate grubosci warstwy skory wihasciwe] starych
zwierzat.

b. Opisanie profilu ekspresji szeregu wybranych czynnikéw (m.in., MCP-1, CD68, Mmp-9,
Mmp-13, Tgf-1, TgfB-3, Colla2, Col3al) biorgcych udziat w procesie gojenia ran mfodych
i starych osobnikow (samic i samcéw) myszy karmionych dietami nisko- i
wysokottuszczowymi.

c. Dowiedzenie, ze sposrod analizowanych ogolnoustrojowych czynnikdw tj. wiek, pfec,
dieta, to wiek ma najwiekszy wptyw na przebieg procesu gojenia ran skornych myszy.

d. Opisanie profilu ekspresji i lokalizacji czynnika Foxnl w odniesieniu do ekspresji
metyloproteinazy macierzy Mmp-9 w skdrze mtodych i starych myszy oraz w trakcie
procesu gojenia ran skarnych.

e. Potwierdzenie wczesniejszych doniesien, ze Foxnl bierze udziat w procesie reepitalizacji a
takze uczestniczy w powstawaniu tkanki bliznowej w procesie gojenia ran skérnych.

Po przeczytaniu tej czesci pracy doktorskiej nasunety mi sie nastepujgce pytania:

1. Rdznice w grubosci srodskdrnej tkanki ttuszczowej stwierdzono pordwnujgc zwierzeta
bedace na diecie wysokottuszczowej ze zwierzetami bedgcymi na diecie niskottuszczowe;j.
W eksperymencie nie zaplanowano zwierzat karmionych dietg standardowg (tzw. NFD).
Czy mozna sie spodziewac réznic w grubosci tej warstwy skory porownujac zwierzeta na
diecie NFD i HFD?

2. Analiza wybranych czynnikéw odpowiedzi immunologicznej czy metyloproteinaz macierzy
wykazata, ze do najwiekszych wzrostow ekspresji tych czynnikow dochodzito najczesciej w
3 dniu po zranieniu, natomiast w kolejnych dniach (tj. 7, 14, 21) dochodzito do spadku ich
poziomu. W jakim stopniu profil ekspresji badanych czynnikéw jest konsekwencja gojenia
rany o zadanej wielkosci tj. 4mm i czy mozna oczekiwac innego tempa gojenia ran w
zaleznosci od wielkosci uszkodzenia?

3. Badajac poziom transkryptu genu Foxnl w naskorku stwierdzono jego podwyzszony
poziom u osobnikow starych, natomiast analiza cytometryczna wykazata najwiecej
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komdrek pozytywnych u myszy nowonarodzonych. Jak mozna to wyttumaczy¢? Czy mozna
poréwnac ekspresje Foxnl w dwdch modelach Foxnl+/+ i Foxnl+/-? Czy badano czy
dochodzi do powstawania transkryptu z jednego allelu i jesli tak jak ten poziom sie ma do
ekspresji biallelicznej?

4. W pracy napisano, ze Foxnl moze modulowac ekspresje Mmp-9. Jednakze profile ekspresji
badanych transkryptéw sg dos¢ odmienne. Jak jest mozliwy mechanizm takiej regulacji?

Rozdziat Dyskusja jest dosé krétki (6,5 strony). Odniesiono sie w nim do ok. 40 pozycji literatury
Swiatowej. Doktorantka konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki z danymi pochodzacymi ze swojego
zespotu i dostrzega takze prace innych autorow. O dojrzatosci naukowej Doktorantki swiadcza
rozwazania nad mozliwoscia kontynuowania badan. Szkoda, ze Doktorantka nie pokusita sie o
opracowanie schematu/ryciny, ktére podsumowatby najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy
doktorskiej. Rozprawe doktorskg konczy 9 poprawnie sformutowanych Wnioskdw, ktdre odpowiadajg
na wczesniej postawione hipotezy badawcze.

Podsumowujac, stwierdzam, ze zatozone cele pracy doktorskiej zostaty w petni zrealizowane
za pomocg adekwatnych metod badawczych. Doktorantka wykazata sie bardzo dobrym opanowaniem
wielu nowoczesnych technik badawczych z zakresu biologii molekularnej i komdrkowej. Badania
przeprowadzono na interesujgcych modelach badawczych i dobrze skonstruowanych uktadach
eksperymentalnych. W pracy uzyskano szereg wartosciowych i oryginalnych wynikow, ktdre stanowig
istotny wktad w badaniach nad poznaniem molekularnych aspektéw procesu gojenia ran skérnych.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,Zmiennosc procesu gojenia urazow skory w
zaleznosci od wieku, otytosci oraz ptci w aspekcie modulacji ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxnl1”
autorstwa Pani mgr Marty Marii Kopcewicz spetnia wszystkie wymogi formalne okreélone w art. 13
ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. z 2016 r. poz. 882 z pdin. zm.), w zwiazku z art. 179 ust.1 ustawy z dnia 3 lipca
2018 roku Przepisy wprowadzajgce — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018
r. poz. 1669) stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze zatem do Rady Naukowe] Instytutu Rozrodu
Zwierzgt i Badari Zywnosci PAN w Olsztynie o przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i
dopuszczenie Pani mgr Marty Marii Kopcewicz do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Poznan, dn. 18 maja 2022r. {2&/&) Q/(*L g € ["Z-e/l/b\!i/q ‘




