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Jagiellonskiego

Skéra jako najwigkszy organ ciala wypelnia wiele kluczowych funkcji zwigzanych
przede wszystkim z jej rolg jako bariery ochronnej odgradzajacej narzagdy wewngtrzne od
$rodowiska zewnetrznego. Jednakze funkcja skéry nie ogranicza si¢ do bariery mechanicznej, czy
nawet organu odpowiedzialnego za termoregulacj¢ oraz zabezpieczajgcego przed uirata wody.
Badania ostatnich lat wskazuja, ze skéra jest rowniez wyspecjalizowanym systemem
immunologicznym oraz organem neuro-endokrynnym (Slominski et al., 2012). Wszystkie te
zadania nie bylyby mozliwe do wypehnienia bez najistotniejszej cechy skory, ktorg jest jej zdolnosc
do ciaglej samoodnowy. Jakkolwiek samoodnowa jest charakterystyczna tylko dla naskorka
(zewnetrzej warstwy skéry) za$ nie dotyczy skory whasciwej i warstwy podskérnej, interakcje
pomiedzy komorkami naskérka, skory whasciwej i adipocytami warstwy $rodskornej i podskome;
reguluja potencjal samoodnowy. Podstawowym warunkiem/aspektem odnawialnosci skory jest

obecnos¢ komorek macierzystych. Pomimo tego, ze od wielu lat komérki macierzyste naskorka



stanowia obiekt intensywnych badan naukowych dotychczas nie wykryto wsp6lnego markera dla
tych komérek. Ponadto najnowsze badania, wigczajac wyniki zawarte w przedstawionej mi do
recenzji pracy doktorskiej, wskazuja na wiele, wciaz nie odkrytych aspektow fizjologii skory, w
tym mozliwoéé identyfikacji komorek macierzystych naskérka w zaleznosci od ich

lokalizacji/niszy przebywania.

Fizjologiczna zdolno$é naskérka do samoodnowy nie zawsze jest mozliwa w stanach
patologicznych takich jak urazy, zranienia, poparzenia, odlezyny czy niegojace sie rany, u podstaw
ktorych lezg choroby metaboliczne. Najbardziej powszechnym sposobem gojenia ran skérnych u
ssakéw jest forma naprawcza, ktorej towarzyszy wytworzenie blizny. Jakkolwiek szybki process
naprawczy jest korzystny dla organizmu gdyz przywraca utracong cigglo$¢ tkanek skémych, w
przypadku rozlegtych urazéw wytworzona tkanka bliznowata pozbawiona gruczotow, jest
nieelastyczna i moze upoéledzaé funkcjonowanie nie tylko skory ale calego organu. Zdolnos¢ do
regeneracji skory (gojenie bezbliznowe) u ssakow jest mozliwa jedynie w trakcie Zycia plodowego.
Liczne, szeroko zakrojone badania podejmujg proby wyjasnienia mechanizméw regulujacych te
procesy, stosowania terapii stymulujacych process regeneracji oraz wykorzystania substytutéw
skory umozliwiajgcych szybsze gojenie i naprawg ubytkow. Poniewaz procesy regeneracji
uwarunkowane s3 obecnoscig/dostepnoscig komdrek macierzystych, ich identyfikacja, izolacja i
charakterystyka jest warunkiem podstawowowym do zastosowania z uzyciem nowoczesnych

technik inzynierii komérkowej w terapii substytucyjnej ubytkow skory.

W przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej Doktorantka przeprowadzita badania
dotyczgce izolacji, charakterystyki fenotypowej oraz hodowli komérek macierzystych skory
cztowieka ze szczegdlnym zwréceniem uwagi na komorki naskérka. Ponadto Doktorantka podieta
sie réwniez wyjasnienia potencjalnego udzialu komérek macierzystych w procesie gojenia urazow

skérnych.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona praca doktorska liczy 127 stron i zachowuje typowy dla rozpraw
doktorskich uklad. Rozprawa rozpoczyna si¢ streszczeniem w jgzyku polskim oraz angielskim.
Wykaz stosowanych skrétéw zostal podany na dwéch stronach. Wstep liczy 26 stron i zawiera 4
ryciny. Cel pracy stanowi 1 strong a bezposrednio po nim nast¢pujacy rozdzial Materialy i metody
obejmuje 21 stron w tym -7 tabel i 5 rycin. Rozdzial Wyniki liczy 38 stron, na ktérych

umieszczono 25 rycin i 2 tabele. Dyskusja obejmuje 13 stron, po ktérej nastgpuje rozdzial
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Najwazniejsze Wyniki stanowigce | strong. Bibliografia obejmuje 11 stron z 165 pozycjami
pismiennictwa. Do rozprawy zostal dolaczony Dorobek naukowy Doktorantki, na kiéry skladaja
sig: 7 prac oryginalnych, 1 praca przegladowa, 1 rozdzial w monografii i 27 doniesien

konferencyjnych.

Przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia wszelkie wymogi formalne rozprawy doktorskiej.

Ocena merytoryczna

Streszczenie pracy, przygotowane zardbwno w jezyku polskim, jak i angielskim, jest
informatywne i przedstawia w formie skrétowej cele i najwazniejsze wyniki pracy wraz z

podsumowaniem.

Wstep pracy w sposdb usystematyzowany i wyczerpujacy wprowadza w zagadnienie
rozprawy. W logicznie utozonych podrozdzialach Wstepu Doktorantka omawia budowe skéry ze
szczeg6lnym zwréceniem uwagi na budowe i funkcjonowanie naskorka w stanach homeostazy.
Nastepne podrozdzialy skupiaja si¢ na charakterystyce komoérek macierzystych naskorka:
komérkach macierzystych przedzialéw migdzymieszkowych, mieszkéw wiosowych i gruczotéw
tojowych. Szczegdlng uwage Doktorantka poswieca opisowi gruczotow potowych, ich budowie,
rodzajom i morfogenezic. W tym podrozdziale wprowadza nas w dotychczasowy, acz niezbyt
obszerny stan wiedzy dotyczacy komodrek macierzystych gruczolow potowych, co stanowi
podstawe do postawionych sobie przez Doktorantke celéw pracy, uzyskanych w trakcie badaf
wynikéw a takze do dyskusji. Nastgpny podrozdziat dotyczy gojenia ran skornych i udziatu w tych
procesach komérek macierzystych, zaréwno tych wystepujacych lokalnie w skorze jak i tych
rekrutowanych z krwi obwodowej do miejsca zranienia. Dwa koricowe podrozdziaty Wstgpu
dotycza pluripotencji komérek macierzystych. Doktorantka omawia embrionalne komorki
macierzyste opisujac panel markeréw uzywany w celu ich identyfikacji. Szczegélna uwaga zostata
poswigcona tkankowo-specyficznym komérkom macierzystym VSEL po raz pierwszy opisanym w
roku 2006 przez prof. Mariusza Ratajczaka. Doktorantka scharakteryzowata komorki VSEL
zarGwno u myszy jak i u czlowieka zwracajac szczegélng uwage na panel markeréw je
chrakteryzujacych, rozbudowujac szczegélnie podstawy dotyczace markera SSEA-4 bgdacego

przedmiotem badan zaprezentowanych w rozprawie.

Podsumowujac, Wstep jest przygotowany bardzo starannie i wyczerpujaco, Na szczeg6lng uwagg
zastluguja informatywne ryciny obrazujace i systematyzujace wiedz¢ dotyczaca naskorka i
gruczoléw -obecnych w tej warstwie skory. Przedstawione tlo naukowe w obszarze badan nad
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komoérkami macierzystymi naskérka w sposéb logiczny wprowadza w cele badawcze jakie
doktorantka postawila sobie w pracy. Ponadto na uwage zastuguje umiejetnoéé wykazania udziatu
zespotu badawczego w ktérym Doktorantka podjela si¢ wykonania pracy doktorskiej w badania
dotyczgce komodrek macierzystych VSEL co wskazuje na logiczng i systematyczng kontynuacje

prowadzonych badan.

Cele Pracy zostaty poprzedzone krotkim uzasadnieniem i ujgte w cztery gléwne cele
Jednostkowe.

Uwagi:

1. Wlasciwym bytoby rozbudowanie tej czedci rozprawy stawiajagc bardziej szczegdlowe
cele/zadania badawcze odpowiadajgce poszezegdinym etapom analiz, biorac pod uwage zlozonos¢

badan i ilo$¢ uzyskanych wynikéw.
2. Zaprezentowane cele nie wpelni odpowiadaja uzyskanym wynikom.

3.Pozostaje wrazenie, ze wynik negatywny uzyskany w trakcie dos§widczen in vivo nie zostal ujety

w celach pracy.

Wyniki negatywne podobnie jak wyniki pozytywne do$wiadczen naukowych posiadajg t¢ samg
warto$é. Biorac pod uwage zlozonoéé natury w zdecydowanej wigkszosci przypadkéw mozemy
spodziewaé sig, ze nasze poczatkowe zalozenia/cele przyniosa wynik negatywny i fylko taki
zmusza nas do ciaglych poszukiwan. Mozna to skonkludowad, ze wynik negatywny doswiadczenia
jest jak najbardziej pozytywnym dla dalszego rozwoju naukowego i rozwoju badaf, ktdre

prowadzimy.

Materialy i Metody jest rozdzialem opisujacym w wyczerpujgcy sposéb stosowane w

pracy analizy badawcze. Ujete w Metodyce rysunki, tabele oraz zdjgcia utatwiajg zrozumienie
zastosowanych procedur oraz zapewniaja przejzystos¢ informacji. Na uwage zasluguje obszerny
panel badawczy obejmujacy zardwno tkanki zwierzece i ludzkie oraz zastosowanie wielu
réznorodnych, nowoczesnych metod -analitycznych. Wsakazuje to na ogromne zaangazowanie
kadry naukowej, wysokie standardy badawcze i znakomitg infrastrukturg badawczg Zakladu, w
ktorym Doktorantka wykonata badania. Zaprezentowana w pracy metodyka badaf poczawszy od
badan in vivo, poprzez izolacjg, charakterystykg fenotypows oraz sortowanie komérek skory ex
vivo, bardzo wymagajaca hodowle komdrkowg komoérek nablonkowych in vitro oraz analizy
histologiczne zaréwno tkanek mysich jak i ludzkich, pokazujg bogactwo umicjetnosci ktore

Doktorantka nabyla w trakcie wykonywania badas objetych praca Doktorska.



Wyniki stanowig najbardziej obszerng czes¢ pracy, szczegblowo opisujacy i prezentujaca
rezultaty bardzo bogatego programu badawczego. Na podkreslenie zastuguja wysokiej jakosci szata

graficzna i dokumentacja fotograficzna.

W wyniku przeprowadzonych badan poczatkowo ukierunkowanych na identyfikacje komérek o
typie VSEL w skérze ludzkiej, Doktorantka zidentyfikowata i scharakteryzowala nicopisang
wezedniej  populacje komdrek naskdrka.  Analiza ekspresji  embrionalnego  antygenu
powierzchniowego SSEA-4, Bl1- i a6-integryny oraz antygenu CEA pozwolila udekumentowac, ze
komérki te rezyduja w przewodach wyprowadzajagcych gruczoléw potowych a antygen SSEA-4
moze stanowié marker dla tych komérek. Na szczegoing uwage zashuguje logika podjgtych przez
Doktorantke badan w obrebie izolacji i charakterystyki komérek gruczoléw potowych. Ponadto
nowoczesno$é zastosowanych metodologii (in vivo, ex vivo, in vitro: hodowle tkankowe i
komérkowe) oraz oryginalnoéé i systematyczno$é pozwolity na bardzo wnikliwg analizg tych
komérek. Bardzo interesujacym, a zarazem przekonywujacym podejsciem metodycznym
weryfikujacym obecnosé oraz wykazujacym cechy charakterystyczne komorek byla izolacja i

hodowla pierwotna komérek gruczotéw potowych.
Uwagi:

1. Str. 63 zdanie ,,W tym celu wyizolowane enzymatycznie....” wymaga przebudowy/korekty
gdyz w obecnie formie méwi o eliminacji a nie o wyselekcjonowaniu komérek SSEA-4

pozytywnych, ktore sg przeciez tematem analizy.

2. Str. 63 ,Badane komérki pochodzity z wycinkow skéry....... W opisie wynikow
uwzgledniono.....” poniewaz brakuje zestawu informacji dotyczacej wieku, plei, miejsca
pobrania tkanek ludzkich w tym miejscu wskazanym bytoby poda¢ odniesienie np. do tabeli
nr 2 (sir79). Podobne odniesienie powinno byé uwzglednione na str. 64 ,,Badane komérki

%

pochodzity z wycinkéw skéry.....”.

3. Jak wytlumaczy¢é brak obecnosci fibroblastéw GFP pozytywnych podawanych z
komérkami VSEL a wykazang ich obecno$¢ jezeli podawano same fibroblasty GFP

pozytywne aplikowane na rany skorne myszy (Rys. 17 C117E)?

4. Biorgc pod uwage wykazang obecnoé¢ GFP pozytywych komérek po podaniu

keratynocytéw i fibroblastéw w obu warstwach skéry: naskérku i skorze wlasciwej



dlaczego nie zdecydowano si¢ na kombinacje podania trzech typéw komorek
VSEL/keratynocyty/fibroblasty?

5. Prosze o usciSlenie/wyjasnienie rozbieznoéci pomiedzy opisem Rys. 19 informujacym iz
»ha Integre DRT podawano komorki VSEL lub keratynocyty” gdyz w tekscie Metodyki (str
53) i Wynikéw (str. 74-75) jest informacja o podaniu komérek pod warstwg Integry.

6. W trakcie procesu gojenia urazéw skory komorki naskérka wedruja pod strupem
przykrywajac rang. W tym przypadku komorki podane pod silikonowa warstwe wedrujg po
powierzchni pokrywajac silikon. Wymagany bytby komentarz dotyczacy tego zjawiska.

Dyskusja poswigcona jest analizie wynikéw i odniesieniu uzyskanych rezultatéw do
danych -literarurowych. W mojej opinii Doktorantka wywiazata sie z tego zadania. Jednakze
cickawa bylaby dyskusja dotyczaca losu komorek VSEL, ktére zostaly podane do rany a ich
obecno$¢ nie zostata zarejestrowana w trakcie analiz tkanek pourazowych. Przedstawiona rozprawa
stanowi zamknieta cato$¢ a zarazem otwiera nowe drogi badawcze. Doktorantka w dyskusji
wspomniala o potrzebie dodatkowych analiz wspdtlokalizacji antygenu SSEA-4 oraz integryn, a
takze okreslenia potencjatu roznicowalnosei komorek SSEA-4 pozytywnych naskérka. Dodatkowo
wartosciowym byloby wykonanie barwien w kierunku ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych:
Nanog czy Oct4 co uzupehiloby i zweryfikowalo dane uzyskane w toku analiz z zastosowaniem

cytometri przeplywowej.

Najwazniejsze Wyniki zostaly jasno przedstawione. Korekty jednakie wymaga

zastosowanie slownictwa regeneracja/gojenie urazow. Tak jak wspomniano juz we wstgpie recenzji
zjawisko regeneracji skory czyli odtworzenia tkanek pourazowych z ich architekturg i fizjologig
identyczng z tkankami niezranionymi dotyczy tylko skéry plodow ssakéw. W kazdym innym
przypadku méwimy o gojeniu naprawczym. Termin regeneracja moze by¢ stosowany w przypadku
urazéw obejmujacych wylgcznie naskorek lecz nie skére whasciwa. Dlatego tez korekty wymagaja

niektore stwierdzenia, jak np:
Dyskusja - str. 112 linia 11-12;
Najwazniejsze Wyniki - str. 116 wynik 3 zamiast ,,regeneracji” powinno by¢ ,,gojenia urazow”.

Reasumujge, rozprawe doktorska autorstwa Pani mgr Julii Borowczyk-Michatowskiej
oceniam wysoko zaréwno pod wzgledem merytorycznym jak i edytorskim. Na szczegélne
podkreslenic zastuguje celowosé zastosowania nowatorskich metodologii, systematyczna i logiczna
analiza i interpretacja uzyskanych wynikow oraz konstruktywne wnioski. Uzyskane wyniki
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stanowig wartosciowy dorobek uzyskany przez Doktorantke. Pytania i watpliwosci oraz sugestie,
ktére postawitam w niniejszej recenzji w zadnym stopniu nie wplywaja na pozytywng oceng calej

pracy, a mogg zostaé, jak sgdze, zweryfikowane w kolejnych badaniach Doktorantki.

Przedstawiona mi do oceny praca speinia wszelkie wymogi rozprawy doktorskiej. Wobec

powyzszego wnosze o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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