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Ocena rozprawy doktorskiej

mgr Julii Borowczyk-Michatowskiej

~Poszukiwanie pluripotencjalnych komérek macierzystych w skérze ludzkiej”

Pierwsza zakeoniczona sukcesem transplantacja szpiku kostnego potwierdzita zdolnosé
komoérek macierzystych i progenitorowych (KMP) do regeneracji uktadu krwiotwérezego. Od
tego czasu trwaja badania nad zastosowaniem tych komoérek w leczeniu uszkodzen innych
narzadéw, w tym m.in. serca i skory. Istotg naturalnej zdolnoéci regeneracyjnej réznych
narzadow jest krgzenie szpikowych KMP indukowane cdpowiedzig na uraz. Nie mniej waznym
i komplementarnym elementem jest obecnosé¢ populacji rezydentnych, posiadajgcych
zdolnoéci naprawcze KMP w roznych narzadach, w tym w skérze ludzkiej. Urazy skory,
gtéwnie oparzenia sg powaznym problemem klinicznym. W tym aspekcie bardzo istotne jest
poszukiwanie nowych terapii przyspieszajgcych jej gojenie, w tym opartych na indukowanag
przez komorki macierzyste regeneracje. Wykazanie obecnosci najbardziej prymitywnej
populacji komérek — komdrek pluripotencjalnych jest niezwykle ciekawym zagadnieniem
badawczym, ktére moze miec istotne walory poznawcze i praktyczne.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Julii Borowczyk-Michatowskiej jest
ambitnym projektem majgcym na celu ocene, czy w skorze ludzkiej wystepuja KMP o cechach
komorek pluripotencjalnych (m.in. posiadajacych antygen SSEA-4 | wykazujgcych ekspresje
czynnikow transkrypcyjnych Oct-4, Nanog), a takze, czy egzogenne KMP biorg udziat w reakciji
naprawczej skéry w modelu

Praca doktorska mgr Julii Borowczyk-Michatowskiej ma uktad formalny typowy dla rozprawy
doktorskiej. Obejmuje 129 stron (25 stron wstepu, 1 strong omawiajgca zatozenia i cele pracy,
20 stron omawiajgcych metodyke, 38 stron zawierajacych wyniki, 14 stron dyskusji oraz 1
strone zawierajgcg wnioski). W pracy Autorka powotuje sie na 164 pozycji pigémiennictwa z
czego wiekszos¢ pozyciji pochodzi z ostatnich 5 lat. Na poczatku pracy Doktorantka zamiescita



wykaz i rozwinigcie stosowanych w pracy skrotéw, co istotnie utatwia jej czytanie. Rozprawa
zawiera ponadto 3 tabele i 34 ryciny. Od strony edytorskiej praca jest niezwykle starannie
opracowana.

We wstepie Doktorantka omowita budowe skory i przydatkéw, mechanizmy naprawcze skéry
i role rezydentnych KMP unipotencjalnych w jej regeneraciji. Autorka scharakteryzowata takze
populacje komérek pluripotencjalnych, w tym matych komérek o fenotypie zarodkowych
komérek macierzystych (VSEL). Wstep jest napisany w jasny i kompetentny sposéb, a jego
konstrukcja utatwia czytajacemu zrozumienie hipotezy badawczej bedacej podstawa
dysertacji. Sposdb w jaki Autorka omawia wymienione zagadnienia $wiadczy o jego Swietnej
znajomosci tematu. Mysle, ze wysokiej wartosci merytorycznej wstepu nie umniejszytoby jego
skrocenie, szczegodlnie we fragmentach nie odnoszacych sie bezposrednio do regeneracji tego
harzgdu {np. cmawiajacych budowe warstw skéry).

ZatoZzenia i cel pracy zostaty sformutowane w sposob jasny i spojny. Celem niniejszej rozprawy
doktorskiej jest wykazanie, czy w skorze ludzkiej wystepujg komérki o fenotypie komoérek
pluripotencjalnych (wykazujgce ekspresje EEAS-4), ocena ich lokalizacji | ekspresji wygranych
genéw oraz wykazanie w warunkach modelu zwierzecego, ze hiorg udziat w reakgj

naprawczej po urazie skéry.

Metodyka pracy zostata opisana w sposob jasny i wyczerpujacy. Opis metodyki w pemni
pozwala na powtdrzenie eksperymentu. Zardwno na pobranie i badanie tkanek ludzkich jak i
na doswiadczenia na zwierzetach uzyskano odpowiednie zgodny Komisji Bioetyki. W badaniu
obecnoéci komoérek SSEA-4 w ludzkiej skdrze uzywano wycinkdéw skéry pochodzacych z
operacji plastycznych, natomiast w modelu gojenia ran takze komoérek VSEL izolowanych ze
szpiku kostnego myszy.

W badaniu regeneracji skéry uzyto mysi model gojenia ran i zastosowano komérki VSEL,
fibroblasty i keratynocyty, a takze biodegradowalny nosnik kolagenowy Integra Dermal
Regeneration Template (DRT). Metodyka jest zaplanowana we wiasciwy sposob.
Eksperyment zaplanowano z uwzglednieniem wiasciwej liczbg zwierzat, kontroli pozytywnych
i negatywnych, odpowiedniej liczby powtérzen eksperymentu oraz komplementarnych metod
analitycznych. Oznaczenia cytometryczne zostaty wykonane zgodnie z opublikowansg i
walidowang metodyka bramkowania.

Pozwole sobie zasugerowaé, zeby przygotowujgc rozprawe do publikacji w opisie
eksperymentu umiesci¢ informacje dotyczace biokompatybilnosci kleju (super glue)
uzywanego do zabezpieczenia opatrunku Tegaderm. Teoretycznie moze mieé¢ wplyw na
reakcje zapalng wokét blizny i zywotnosé komorek.



Wyniki zostaty opisane w sposéb jasny i wyczerpujacy. Ryciny sa niezwykle starannie
wykonane i zawierajg wszystkie konieczne informacje. Do analizy wynikéw uzyto wiadciwych
metod statystycznych.

W wyniku wykonanych eksperymentéw wykazano:

- obecnos¢ w skdrze wiasciwej nie-hematopetycznych komérek SSEA-4 w ludzkiej skorze.
Liczba ta byla zréznicowana w zaleznosci od miejsca pobrania probki skory (hajwiece] w

skérze pobranej z brzucha i piersi)

- najprawdopodobniej komérki SSEA-4+ z naskdrka pochodzg z ujscia przewodow gruczotdw
potowych

- niewielka (do 4 na 100x10%) liczba komérek SSEA-4 wykazuje koekspresje CD133, ale nie
wykazuje ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych charakterystycznych dla PSC, czyli nie
potwierdzono jednoznacznie hipotezy zaktadajacej obecnosé komérek pluripotencjalnych w
skdrze ludzkiej. Hipoteza ta wymaga dalszej weryfikacji

- hie potwierdzono udziatu GFP+ VSEL izolowanych ze szpiku kostnego w reakcji gojenia rany
skéry w 2 modelach

Pierwsza obserwacja jest bardzo ciekawa — byé moze fakt wystepowania znacznie wigkszej
liczby komorek SSEA4 w skérze pobranej z brzucha | piersi moze mieé zwigzek — jak pisze
Doktorantka z liczba gruczotéw potowych — ale takze z nagromadzeniem w tych miejscach
bogato unaczynionej tkanki tuszczowej, ktéra jest bogatym rezerwuarem komorek
macierzystych, np. MSC o odmiennych od komérek izolowanych ze szpiku wlasciwosciach
(np. mniejszej podatnosci na procesy starzenia i odpornosci na stres oksydacyjny). By¢é moze
istotna jest rowniez obecnosé receptoréow dla hormondw piciowych w tych tkankach.

Bardzo interesujacg i oryginalng konkluzjg jest obserwacja, ze SSEA-4 moze byé markerem
komdrek gruczotéw potowych

W dyskusiji oméwiono wyniki w kontekscie aktualnego pi$miennictwa. Doktorantka wykazata
sie Swietng znajomoscig tematu, a sposdb prowadzenia dyskusji jest systematyczny, co
utatwia jej czytanie.

Autorka sformutowata 5 wnioskéw, ktére odpowiadajg na pytanie postawione w zatozeniach i
celach pracy. Zaproponowanie wnioski sg spojne z wynikami analiz i prawidlowo
sformutowane.



W mojej opinii badanie bedgce podstawa przewodu doktorskiego zostato bardzo dobrze
zaplanowane | przeprowadzone. Warto§é poznawcza i praktyczna jest bardzo duza.
Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana rozprawa spetnia wymogi okreslone w usiawie o
tytule naukowym i stopniach naukowych (Dz. U. 65/2003, poz. 595), w zwigzku z czym
pozwalam sobie wystgpié¢ do Wysokiej Rady z wnioskiem o dopuszezenie mgr Julii Borowczyk-
Michatowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie zwracam sig z
whnioskiem do Wysockiej Rady o wyrdznienie rozprawy.
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