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Wstep

Na skutek wydtuzania sie zycia, postepu cywilizacyjnego i poprawy jakosci zycia
na Swiecie systematycznie rosnie odsetek ludzi w wieku poprodukcyjnym. Ten trend
jest szczegolnie zauwazalny w krajach wysoko rozwinietych — szacuje sie, ze w Japonii
w 2030 r. az 30% obywateli bedzie miato wiecej niz 65 lat. Prawie co pigta osoba
ti. 19,4% w Unii Europejskiej, czyli blisko 100 min ludzi, ma 65 lat i wiecej.
Problem starzenia sie spoteczenstwa i jego konsekwencje w obrebie zdrowia, w tym
choréb przewlektych oraz wymagajgcych hospitalizacji dotyczg roéwniez Polski.
Z prognoz demograficznych GUS wynika, ze w Polsce w 2050 r. udziat osob w wieku
powyzej 65 roku zycia uksztattuje sie na poziomie 32,7%. Statystyki pokazujg iz,
w 2019 r. czestos¢ wystepowania cukrzycy w odniesieniu do innych zachorowan
wyniosta 9,3% tj. 463 min oséb na catym Swiecie. Przewiduje sie, ze do 2030 roku
wskaznik wzrosnie do 10,2% (578 min osdb) i odpowiednio 10,9% (700 min osdb)
do 2045 r. [1] U osob starszych czesto pojawiajg sie patologiczne zmiany takie jak:
owrzodzenia zylne, owrzodzenia tetnicze, odlezyny i stopa cukrzycowa
(niedokrwienna lub neuropatyczno-niedokrwienna).

Analiza w 2018 roku beneficjentéw firmy ubezpieczeniowej Medicare wykazata,
ze 8,2 min osbéb korzystato ze sSwiadczen z powodu niegojgcych sie lub trudno
gojacych sie ran. Szacunkowe koszty leczenia ran ostrych i przewlekiych
wahaty sie od 28,1 do 96,8 miliarda dolarow. [2] Ogdélne naktady na leczenie tego typu
patologii to 13—-15 bilionéw dolaréw rocznie. W Unii Europejskiej pochtaniajg one
2—4% budzetu w ochronie zdrowia. Sytuacja ekonomiczna polskiej stuzby zdrowia nie
ma sie lepiej w tym wzgledzie. [3,4]

Trudno gojgce sie czy tez niegojgce rany to duzy problem wptywajgcy na jakosc¢

oraz zycie i zdrowie pacjentow, ale takze ogromny problem ekonomiczny,



coraz silniej odczuwalny w starzejgcym sie spoteczenstwie (rany przewlekte dotykajg
120 na 100 000 os6b w wieku od 45 do 65 lat i liczba ta wzrasta do 800 na 100 000
0sOb w wieku powyzej 75 lat). [5]

Analizujgc powyzsze aspekty zasadnym jest prowadzenie badan nad
mechanizmem gojenia ran i lepszym zrozumieniem tego procesu, gdyz doktadne
poznanie zjawisk gojenia stworzy podstawy dla nowych metod leczenia, zwtaszcza ran
przewlektych. Podczas gojenia sie ran zachodzg ztozone reakcje biologicznie
aktywnych oraz chemiczne czynnych substancji w srodowisku rany, a takze liczne
zjawiska fizyczne skutkujgce m.in. wzrostem wytrzymatosci na rozcigganie lub
tez zmianami sprezystosci. Jednak wytrzymatos¢é utworzonej blizny stanowi tylko
ok. 70% wytrzymatosci skory sprzed jej uszkodzenia. [6] Gtéwnym celem procesu
gojenie ran jest przywrocenie ciggtosci uszkodzonego narzadu poprzez wytworzenie
blizny. Proces ten sklada sie z nastepujgcych faz: hemostazy, zapalenia, migraciji
i proliferacji komorek, syntezy biatek oraz przebudowy blizny. Wspomniane etapy
muszg bycC scisle ze sobg ,skoordynowane”, aby skutecznie naprawi¢ uszkodzong
tkanke. [7]

Hemostaza krwi jest procesem prowadzgcym do tworzenia sie witdkien fibryny
zamykajgcych uszkodzone naczynie i zapobiegajgcym wyptywowi krwi z naczyn.
Ponadto rusztowanie fibrynowe tworzy pierwotng macierz w ranie zapewniajgc
podioze do naptywu komodrek modyfikujgc tym samym  przebieg procesow
naprawczych. [8, 9] Po tym okresie rana wchodzi w faze zapalng, w ktorej do rany
naptywajg neutrofile, makrofagi oraz limfocyty. Kluczem do unikniecia przedtuzajgcego
sie stanu zapalnego jest przeksztatcenie fenotypowe makrofagow z M1

(typ prozapalny) do M2 (typ przeciwzapalny). [10,11]



Fibroblasty, keratynocyty jak rowniez komorki srédbtonka naptywajg do rany
w fazie proliferacji. Fibroblasty a zwlaszcza miofibroblasty mogg syntetyzowaé duze
ilosci kolagenu. Jest to biatko macierzy pozakomoérkowej (ECM) tkanki tgcznej,
ktére zapewnia wytrzymatos¢ powstajgcej bliznie, przyczyniajgc sie tym samym
do strukturalnej i fizjologicznej integralnosci tkanek. [12] Funkcjg kolagenu jest ochrona
tkanek przed rozcigganiem i uszkodzeniami, mozna powiedzie¢ zatem, ze dziata on
jako wewnatrzkomérkowy klej/spoiwo”. Zidentyfikowano co najmniej 27 typow
kolagenu w ludzkim ciele, przy czym typy I-IV sg najbardziej rozpowszechnione.

Macierz pozakomoérkowa (ECM — extracellular matrix) to substancja
wypetniajgca przestrzen miedzy komorkami skory, w sktad ktérej wchodzg wytwarzane
przez fibroblasty widkna kolagenowe i elastynowe, glikoproteiny i glikozaminoglikany
(przede wszystkim kwas hialuronowy). Dzieki czynnikom wzrostu i receptorom
wigzgcym ECM na powierzchni komoérek adherentnych, ECM modyfikuje proliferacje,
réznicowanie i migracje komoérek. Proces ten odgrywa istotng role regulatora funkciji
komorek. [13]
Biosynteza kolagenu jest wysoce ziozonym procesem rozpoczynajgcym sie od
transkrypcji genow kolagenu, po ktérej nastepuje translacja i translokacja
powstajgcego tancucha polipeptydowego do szorstkiego ER (rER), postranslacyjna
modyfikacja i fatdowanie, transport przez siatke Golgiego, sekrecja i wreszcie
zewnatrzkomérkowe przetwarzanie oraz dojrzewanie biatka. Synteza kolagenu jest
stymulowana przez uszkodzenie tkanek — fibroblasty migrujg do rany, gdzie wytwarza
sie tkanka bliznowata ztozona gtéwnie z kolagenu. W tkankach, ECM podlega ciggtej
i dynamicznej, cho¢ zazwyczaj powolnej, przemianie, w ktorej kolagen ulega

degradacji i ponownej syntezie. [14]



Degradacja zewnatrzkomérkowego kolagenu jest przypisywana gtoéwnie
metaloproteinazom macierzy (MMP) i katepsynie K, ktéra utatwia migracje komorek
oraz powoduje uwolnienie czynnikdw wzrostu. W warunkach fizjologicznych
metaloproteinazy modyfikujg procesy rozwojowe, embriogeneze, kontrolujg
angiogeneze i gojenie sie ran, a takze uczestniczg w procesie tworzenia receptorow

komérkowych oraz w wielu procesach immunologicznych. [15], [16]

Miofibroblasty, to komorki powstajgce w wyniku transformacji fenotypowej
fibroblastow, @ majgcej miejsce  podczas wczesnych etapdw  gojenia.
Odpowiednie uporzgdkowane i polimeryzacja kolagenu jest kluczowym etapem fazy
przebudowy [17], podczas ktoérej zwieksza sie wytrzymatos¢ mechaniczna blizny
na rozcigganie. Powstawanie blizn skutkuje zamknieciem rany i przywrdéceniem
ciggtosci tkanek.

Ponizsza grafika przedstawia naptyw odpowiednich komérek do rany,
w poszczegolnych etapach jej gojenia. W pierwszej fazie pojawiajg sie ptytki krwi,
a nastepnie do miejsca rany naptywajg neutrofile a w kolejnym etapie monocyty,
ktére réznicujg sie do makrofagdbw. W fazie migracji i proliferacji komorek,
do rany przedostajg sie fibroblasty przeksztalcajgce sie do miofibroblastow
rozpoczynajgcych intensywng synteze kolagenu. Inne komorki, takie jak limfocyty
(gtdwnie limfocyty T czy tez NK) komorki dendrytyczne i komorki tuczne sg takze
niezbedne do prawidtowego gojenia, jednak ich liczba jest stosunkowo niska,

dlatego autorzy nie pokazali ich na rycinie.
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Rycina 1: Udziat poszczegolnych komorek w kolejnych etapach gojenia ran.
Zrédto ryciny: [34]
Jak dowodzg badania, podczas procesu widknienia oraz gojenia zaobserwowano
znaczgcy wzrost komoérek tucznych. Zjawisko to wigze sie ze wzrostem poziomu
histaminy w tkance. Gtéwnym mediatorem komoérek tucznych jest histamina. [18]
Ziarnistosci mastocytdow uwalniajg oprocz histaminy réwniez heparyne, tryptaze,
chymaze, NGF (nerve growth factor), TNF-a (tumor necrosis factor-a) oraz mediatory
lipidowe syntetyzowane de novo takie jak prostaglandyny, leukotrieny i czynnik
aktywujacy ptytki. [19] Prowadzone badania wskazujg, ze tryptaza z komorek tucznych
jest dodatkowym czynnikiem pobudzajgcym angiogeneze. [20], mastocyty mogg
ulegaC degranulacji pod wptywem bodzcéw zaleznych od IgE oraz niezaleznych
od IgE aktywatoréw oraz cytokin. [21]

Transformujgcy czynnik wzrostu beta 1 (TGF-B1), uwalniany jest przez ptytki
krwi, monocyty/makrofagi, komorki srodbtonka i fibroblasty [22], [23], [24], jest on

cytoking, ktorej dziatanie i charakterystyka rézni sie w zaleznosci od narzgdu i tkanki,



jednak wspding i statg funkcjg jest regulowanie proliferacji, wzrost, réznicowanie oraz
ruch komoérek, jak rowniez niezmiernie wazne w aspekcie gojenia ran, dziatanie
profibrogenne. [25] Jak dowodzg badania TGF-beta 1 stosowany miejscowo poprawia
gojenie réznych modeli ran, w tym ran cietych, ktutych i owrzodzeh. Roberts i wsp.
w swoich badaniach dowiedli, iz TGF-beta 1 odgrywa istotng role w regulacji gojenia
sie ran, gdyz wptywa na odpowiedz zapalng, angiogeneze, tworzenie sie ziarniny,
ponowne nabtonkowanie i odktadanie sie macierzy pozakomorkowej oraz jej
przebudowe. Wspomniane efekty, bez watpienia sprzyjajg gojeniu i przyczyniajg sie
do przyspieszenia bliznowacenia. [26] Zaobserwowano roéwniez, ze pojedyncza
ogolnoustrojowa dawka TGF- beta 1 podana przed zranieniem poprawia naprawe
tkanek. [27] [28]

Histamina jest substancjg naturalnie wystepujgcg w organizmie.
Jest ona heterocykliczng aming pochodng imidazolu, syntetyzowang w wyniku
dekarboksylacji histydyny. Histamina jest magazynowana gtéwnie w komodrkach
tucznych oraz bazofilach, z ktérych ulega uwolnieniu w wyniku procesu degranulacji.
[29] Dziatanie histaminy zalezne jest od pobudzenia 4 receptoréw histaminowych
(H1, H2, H3, i H4), ktore ulokowane sg w roznych tkankach. Pobudzenie receptora H1
wywotuje skurcz miesni gtadkich oraz rozszerzenie naczyn krwionosnych prowadzgce
do spadku cisnienia krwi. Receptor H1 jest takze odpowiedzialny za zwiekszenie
wydzielanie $luzu na btonach $luzowych oraz zwiekszenie napiecia ukfadu
parasympatycznego. Stymulacja receptora H2 zwieksza wydzielanie soku
zotgdkowego oraz nasila wydzielanie gruczotéw surowiczo-$luzowych drég
oddechowych. Pobudzenie receptora H3 wptywa na synteze histaminy i jej uwalnianie,
podczas gdy receptor H4 jest rozlokowany gtéwnie w uktadzie immunologicznym,

gdzie jego ekspresja jest uzalezniona od dziatania interleukin 10 i 13. [30]



Cel Pracy

Wczesniejsze badania przeprowadzone gtéwnie in vivo pokazaty regulacyjny
wptyw histaminy na procesy gojenia i kolagenogenezy. Niskie dawki histaminy
pobudzaty odktadanie kolagenu w ranie natomiast wysokie dziataty hamujgco
na kolagenogeneze. Dgbrowski [31] wysungt hipoteze, ze mechanizm dziatania
histaminy na procesy gojenia moze byc¢ zalezny od wptywu tej aminy na przeptyw krwi
w ranie. Autor ten przypuszczat, ze przeptyw krwi w ziarninie rany ulega zwiekszeniu
pod wptywem histaminy. Zjawisko to wigze sie z lepszym dotlenieniem i odzywieniem
rany i przyspieszeniem procesu jej gojenia. Wyjasniajgc mechanizm dziatania
histaminy nalezy tez uwzgledni¢ bezposredni wplyw tej aminy na fibroblasty,
za posrednictwem receptorow histaminowych, w efekcie ktérego moze zmieniac sie
czynnos¢ komorki np.: synteza macierzy pozakomoérkowej, proliferacja, migracja
komorek.

Celem przeprowadzonych badan bylo sprawdzenie czy histamina moze
wywiera¢ regulacyjny wptyw na proces gojenia ran. Zamierzatam zbadaé zmiany
aktywnosci metabolicznej komérek wyizolowanych z ziarniny ran, gromadzenia
biatka kolagenowego w hodowli oraz sekrecji transformujacego czynnika
wzrostu betal (TGFbetal) pod wplywem histaminy. Ponadto zaplanowatam
wyodrebnienie receptora histaminowego, ktéry posredniczy w regulacji

czynnosci badanych komoérek.

Materiat i metody

Badania prowadzone byly na szczurach szczepu Wistar, ktorych waga srednio
wynosita 280 g. Zwierzeta poddawane byty zabiegowi wszczepienia siatek
polipropylenowych podskornie w okolicy ledzwiowej. W czasie hodowli jak i w okresie
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po operacji zwierzeta byty pojone czystg wodg oraz karmione standardowg pasza.
Po 28 dniach pobierano ziarnine przerastajgcg siatke polipropylenowg, poddano
jg trawieniu kolagenazg (1h), nastepnie probke ptukano i zakiadano hodowle
komérkowg na plytkach hodowlanych z pozywkg wzbogacong o 10% surowicy
bydlecej, fungizon i gentamycyne. Komorki hodowano w inkubatorze (37°C, 5% CO2,
~ 90 % wilgotnosci). Po uzyskaniu 70% konfluencji hodowle byly przemyte HBSS
w temp. pokojowej oraz poddane dziataniu trypsyny (0,05%) w celu oddzielenia
komérek od podtoza (1 mltrypsyny na ptytke, czas inkubacji przez 5 min), nastepnie
ptytke przemyto medium hodowlanym z 10% zawartoscig surowicy celem inaktywac;ji
trypsyny. Pobrany materiat wirowano (5min, 1000 obr/min). Osad zawierajgcy
fibroblasty byt zawieszany w medium hodowlanym i przenoszony na nowe podioze.
W ten sam sposob wykonywane byty kolejne pasaze komérek przeznaczonych
do hodowli. Do badan wykorzystane zostaty hodowle komoérek pochodzace

Z pasazu drugiego.

Proliferacje komoérek okreslano poprzez wykonanie testu BrdU zgodnie
z zaleceniami producenta. Bromodeoksyurydyna jest syntetycznym analogiem
nukleozydu tymidyny inkorporowanym do DNA w fazie S podziatu komérek zywych
tkanek. Przy uzyciu przeciwciat skierowanych przeciw BrdU mozliwa jest detekcja
wbudowanych czgsteczek. Reakcja enzymu z chromogennym substratem pozwala

na kolorymetryczng analize prébek.

Aktywnos¢ metaboliczna komérek badano przy pomocy testu MTT,
czyli przy wykorzystaniu zdolnosci dehydrogenazy mitochondrialnej
do przeksztatcania pomaranczowej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej
(bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) do nierozpuszczalnego

formazanu, ktory jest ciemnoniebieskim produktem powyzszej reakciji.
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Po rozpuszczeniu krysztatow formazanu w DMSO powstaje barwny roztwor,
ktérego intensywnos¢ zabarwienia mierzona byta spektrofotometrycznie w zakresie
dtugoséci fal 570 nm. Stezenie barwnego zredukowanego MTT jest proporcjonalne
do aktywnosci oksydacyjnej mitochondriow komorki, czyli liczby aktywnych

metabolicznie (zywych) komorek w populacii.

Kolagen oznaczano metodg Woessnera na podstawie okreslenia ilosci
hydroksyproliny w probce. Test ELISA (metoda immunoenzymatyczna) postuzyt
do oznaczenia TGFB1 w medium hodowlanym oraz receptora H1 w homogenacie

komorek.

Ekspresja gendéw dla kolagenu typu | i lll (COL1ALl i COL3A1) okre$lana byta
przy pomocy RT PCR, czyli fancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym.
Przeprowadzony eksperyment sktadat sie z trzech etapow: izolacji RNA, transkrypcji
i amplifikacji. Do izolacji RNA z komérek zastosowano zestaw Total RNA Mini Kit
(A&A Biotechnology, Gdynia, Polska), nastepnie przeprowadzono proces transkrypcji
wykorzystujgc  PrimeScript RT-PCR Kit (Takara, Kusatsu, Shiga, Japonia).
Izolowane mMRNA zostaje nastepnie przepisane na cDNA. Metode RT PCR
charakteryzuje wysoka czuto§¢ oraz powtarzalnos¢. GAPDH (dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego, Hprtl (Fosforybozylotransferaza hipoksantynowo-
guaninowa) i RPL13A (biatko rybosomalne L13A) zastosowano jako geny

referencyjne.

Cytometrie przeptywowg zastosowano do identyfikacji izolowanych komoérek,
gdyz metoda ta pozwala okresli¢ ekspresje poszczegdlnych biatek.
Komorki po procesie ptukania zostaty poddane utrwalaniu, a nastepnie barwieniu przy

pomocy przeciwciat potgczonych z fluorochromami. Oprocz probki  badanej
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zastosowano kontrole izotypowa, ktéra umozliwita ocene tta oraz okreslono
autofluorescencije badanych komérek. Nalezy wspomniec, iz pomijajgc tto pochodzgce
z samego analizatora, sygnaty mogg wynika¢ takze z autofluorescencji czy

niespecyficznego wigzaniem sie przeciwciat. [32] [33]

W cytometrze przeptywowym zawiesina odpowiednio zabarwionych komorek
wttaczana jest w otoczce ptynu ostaniajgcego (dzieki czemu komorki nie sklejajg sie)
poprzez dysze, w formie cienkiego, laminarnie ptyngcego strumienia zawierajgcego
rzad pojedynczych komorek (tzw. ogniskowanie hydrodynamiczne,
w ktorym ptyn ostaniajgcy ptynie szybciej, niz centralny strumieh z komodrkami),
a nastepnie przeptywa przed optoelektronicznymi ukfadami rejestrujgcymi
(fotokomoérkami lub fotopowielaczami), w ktérych to pojedyncze komoérki zostajg
oswietlane przez cienkie wigzki monochromatycznego, spolaryzowanego sSwiatta
lasera. W metodzie tej, przy przechodzeniu pojedynczych komoérek przez komore
pomiarowg, wykorzystywane jest kilka zjawisk tj.: rozpraszania, zatamania, odbicia
i absorpcji Swiatta, dzieki ktorym zauwazane sg chwilowe zmiany sygnatu
elektrycznego z rejestrujgcych elementow optoelektronicznych. Zmiany te sg zalezne
od: barwy, struktury i intensywnosci zabarwienia analizowanych komorek.
Ponadto rejestruje sie czas zmiany tych sygnatéw i amplitude zmian sygnatu
polaryzacji w stosunku do pierwotnej polaryzacji Swiatta lasera. W celu zweryfikowania
fenotypu wyizolowanych z ran komoérek, zbadano ekspresje alfa-aktyny, desminy i
wimentyny. Wyniki poréwnywano z kontrolg izotypowg oraz odnoszono do badanej
autofluorescencji komoérek. Do wszystkich pomiaréw stosowano cytometr CytoFLEX

(Beckman Coulter).
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Celem pierwszej czesci badan byto sprawdzenie czy histamina stosowana
w stezeniach 10 — 10® M moze modyfikowa¢ aktywno$¢ metaboliczng fibroblastow
z ziarniny rany, proliferacje komoérek oraz sekrecje TGFB1. Rezultaty badan wykazaty
statystycznie istotny wzrost aktywnosci metabolicznej komérek pod wptywem
histaminy stosowanej w zakresie 10 — 108 M, natomiast przy stezeniu 10 M wzrost
aktywnosci komorek nie byt istotny statystycznie (Fig.1; publikacja 1). W kolejny etapie
przystgpitam do sprawdzenia, czy obserwowany efekt histaminy jest zalezny
od receptoréw histaminowych. W tym celu zbadatam czy zastosowanie ketotifenu
(107 M) moze znie$¢ badany efekt histaminy stosowanej w stezeniu 108 M.
W eksperymencie tym potwierdzitam stymulujgcy wptyw histaminy na aktywnosc¢
metaboliczng komorek oraz udowodnitam, ze dziatanie to jest zniesione przez ketotifen
— antagoniste receptora H1 (ketotifen + histamina). Stosowanie samego ketotifenu nie
wywotywato statystycznie istotnego efektu. Przeprowadzone przeze mnie
doswiadczenie wskazuje, ze histamina zwieksza aktywno$¢ metaboliczng komorek
poprzez aktywacje receptora H1l (Fig.2; publikacja 1). Celem dodatkowego
potwierdzenia powyzszego wniosku zbadatam wptyw  2-pyridylethylamine
dihydrochloride (104 — 10® M) — agonisty receptora H1 na aktywno$¢ metaboliczna
komorek z ziarniny ran. Stosowany agonista H1 podwyzszat, podobnie jak histamina
aktywnos¢ metaboliczng komoérek. Efekt ten byt istotny statystycznie dla stezen
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w przedziale 10® — 108 M. Wyniki te potwierdzajg udziat receptora H1 w regulacji
aktywnosci metabolicznej komoérek ran poprzez histamine (Fig.3; publikacja 1).
Nastepne eksperymenty wykazaty, ze histamina stosowana w stezeniu 104 M
podwyzsza wydzielanie TGFbeta1 przez fibroblasty ran. Ponadto, wzrost wydzielania
TGF betal stwierdzono po zastosowaniu agonisty H1 (10 M), (Fig.4; publikacja 1).
Kolejne prace pozwolity zaobserwowa¢ zahamowanie wydzielania TGFbeta1 przez
ketotifen - inhibitor receptora H1 (ketotifen + histamina), natomiast sam ketotifen nie
wptywat na poziom badanego czynnika wzrostu w hodowli (Fig.5; publikacja 1).
W dalszej czesci prac potwierdzitam ekspresje receptora H1 na komaérkach z ziarniny
ran oraz wyzszg gestos¢ receptorow H1 w tych komoérkach w poréwnaniu

do fibroblastéw pobranych z nieuszkodzonej skory (Fig.6; publikacja 1).

Kolejne doswiadczenia nie wykazaty wptywu histaminy na liczbe komoérek
w hodowli (Tabela 1; publikacja 1) lub ich proliferacje (Tabela 2; publikacja 1).
Ponadto badana amina nie zmieniata aktywnosci metabolicznej komorek pobranych
z nieuszkodzonej skéry (Tabela 3; publikacja 1). Stosowanie ranitydyny (inhibitora
receptora H2), ciproxifanu (inhibitora receptora H3) oraz JNJ7777120 (inhibitora
receptora H4) nie wptywato w sposob istotny statystycznie na efekt dziatania histaminy
ti. na aktywnos¢ metaboliczng komérek pobranych z ziarniny ran. Ranitydyna
nieznacznie hamowata wzrost aktywnosci metabolicznej indukowanej przez histamine
(efekt nieistotny statystycznie), zatem, aby catkowicie wykluczy¢ udziat receptora H2
podalismy do komodrek amthamine dihydrobromide (agoniste receptora H2).
Substancja ta okazata sie nieefektywna we wszystkich zastosowanych stezeniach
(104 — 108 M). Wyniki te sugerujg, ze zaden z receptoréw H2, H3, H4 nie uczestniczy

w regulacji metabolizmu komérek pobranych z ziarniny ran.
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Whniosek: Histamina pobudza aktywno$¢ metaboliczng komdrek pobranych
z ziarniny ran. Dziatanie to jest zalezne od pobudzenia receptora HA1.
Wykluczono jednoczesnie udziat innych receptoréw histaminowych w regulacji
aktywnosci metabolicznej fibroblastow. Ponadto potwierdzono obecnos¢ receptora H1
w komorkach pobranych z ziarniny ran. Histamina nie wptywa na aktywnosc¢
metaboliczng fibroblastéw izolowanych z nieuszkodzonej skéry. Efekt ten koreluje
z niskg gestoscig receptorow H1 na tych komoérkach. Wieksze stezenia histaminy
zwiekszajg uwalnianie TGFbeta1 z fibroblastéw ziarniny ran. Dziatanie to jest zalezne

od pobudzenia H1 receptora.

Publikacja 2.

Wolak M, Bojanowska E, Staszewska T, Piera L, Szymanski J, Drobnik J.
Histamine augments collagen content via H1 receptor stimulation in cultures
of myofibroblasts taken from wound granulation tissue. Molecular and Cellular

Biochemistry, 2021 Feb;476(2):1083-1092. doi: 10.1007/s11010-020-03974-6.

Celem kolejnego etapu doswiadczen, w oparciu o uzyskane wyniki opisane
w publikacji 1, byto okreslenie czy histamina dziatajgca bezposrednio na miofbroblasty

pochodzgce z ziarniny rany moze wptywaé na widknienie.

Wyizolowane z ziarniny ran komorki charakteryzujg sie ekspresjg alfa aktyny
(alpha smooth muscle actin), desminy i wimentyny (Fig. la, publikacja 2).
Antygeny te sg typowe dla miofibroblastow. W ramach eksperymentow przy
zastosowaniu histaminy w stezeniach 5x10° M, 10° M, 5x10* M i 10% M
zaobserwowatam zwiekszong zawartos¢ kolagenu w poroéwnaniu z kontrolg (Fig. 2a,

publikacja 2). Ponadto nie stwierdzitam wptywu histaminy stosowanej
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w stezeniu 10* M na ekspresje genéw tancuchéw alfa 1 kolagenu typu | lub il
w hodowli miofbroblastéw (Fig. 2b i c¢, publikacja 2). Wyniki te wskazujg
na postranskrypcyjny mechanizm regulacji witoknienia. Potwierdzitam réwniez
ekspresje alfa aktyny (alpha smooth muscle actin), desminy i wimentyny w komérkach
wyizolowanych z nieuszkodzonej skoéry szczuréw eksperymentalnych (Fig. 3a,
publikacja 2), byty to komaérki adherentne do powierzchni hodowlanej szalek Petriego,
charakteryzujgce sie réznym ksztattem (podtuznym, wrzecionowatym, gwiazdzistym).
Dane te pozwalajg na stwierdzenie, ze wyizolowano miofibroblasty. W hodowlach
miofibroblastow otrzymanych z nieuszkodzonej skéry stwierdzono wiekszg zawartos¢
kolagenu (Fig. 3b, publikacja 2) pod wptywem histaminy. (Fig. 3a, publikacja 2).
Istotnie wiekszg zawartos¢ kolagenu odnotowatam w hodowlach traktowanych
histaming w stezeniu 104 M i 10 M, a dla stezenial0> M widoczny efekt byt nieistotny

statystycznie.

Podjeto rowniez probe identyfikacji receptora histaminowego odpowiedzialnego
za regulacje gromadzenia kolagenu w hodowlach (Fig.4 a, b, c, publikacja 2).
Eksperymenty przeprowadzono na komorkach wyizolowanych z tkanki ziarninowej
modelu rany (siatka polipropylenowa wprowadzana podskornie szczurom)
a otrzymane wyniki potwierdzity wczesniejsze ustalenia dotyczgce wptywu histaminy
w stezeniu 10* M na wzrost poziomu kolagenu w hodowlach (Fig. 4 a i b,
publikacja 2). Inhibitor receptora histaminowego H1 tj. ketotifen (102 M ) hamowat
wzrost poziomu kolagenu pod wptywem histaminy (Fig. 1a, publikacja 2), natomiast
podawanie ketotifenu (102 M) bez histaminy nie wplywato na zawarto$¢ biatka
kolagenowego. Inhibitor receptora histaminowego H2 ranitydyna (102 M)
nie hamowata wzrostu poziomu kolagenu pod wptywem histaminy.

Stosowanie ranitydyny (102 M) bez histaminy nie modyfikowato poziomu biatka
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kolagenowego w hodowli (Fig. 4b, publikacja 2). Agonista receptora HI1,
dichlorowodorek 2-pirydyloetyloaminy, zastosowany w dawkach w zakresie od 10> M
do 10* M, zwiekszyt zawarto$¢ kolagenu w hodowlach (Fig. 4c, publikacja 2),

pozostate stezenia nie byty efektywne.

W ramach prac badawczych sprawdzono takze, czy zastosowane podczas
eksperymentéw substancie mogg wptywaé na ekspresje alfa aktyny, desminy
i wimentyny w wyizolowanych z ziarniny ran komorkach. Ekspresja badanych
antygenow byfa zmniejszana przez ketotifen lub ranitydyne (Fig. 1c i d, publikacja 2).
Obserwacja ta wymaga dodatkowych badan w celu jej szerszego wyjasnienia.
W pozostatych doswiadczeniach nie stwierdzono zmian ekspresji badanych

antygenow (Fig. 1a, b, e, f, publikacja 2).

Whnioski: Histamina wywiera bezposredni wptyw na hodowle myofbroblastéw
pobranych z ziarniny rany, powodujgc podwyzszenie zawartosci kolagenu w hodowli
komérkowej poprzez stymulacje receptora histaminowego H1. Przedstawiony
mechanizm moze mie¢ potencjat terapeutyczny. Histamina podwyzsza réwniez

gromadzenie kolagenu w hodowlach pochodzgcych z nieuszkodzonej skory.

Publikacja 3.
Wolak M, Bojanowska E, Krzyminska A, Drobnik J. The effect of histamine on
healing and fibrosis. Wptyw histaminy na procesy gojenia i wiéknienia.

Problems in Contemporary Medicine part I, UMedical Reports, 2021, 17(1):69-85.

Celem publikacji nr 3 bylo przytoczenie dowodoéw udokumentowanych
w literaturze oraz naszych badaniach, opisujgcych wptyw histaminy na procesy gojenia

ran oraz wtoknienie narzgdow. W niniejszej pracy przedstawiono mechanizm procesu
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gojenia ran, ktéry skfada sie z kilku nakfadajgcych sie na siebie faz: hemostazy,
zapalenia, migracji i proliferacji komorek, biosyntezy biatek i przebudowy rany.
Ponadto w kolejnym rozdziale opisano role komérek tucznych w procesach
reparacyjnych. Liczne doniesienia pokazujg znaczgce nagromadzenie komodrek
tucznych w ranie w réznych fazach gojenia, natomiast deficyt tych komérek wigze sie
z hamowaniem tegoz procesu. Podobny wptyw na procesy reparacyjne wywiera
farmakologiczna stabilizacja mastocytow. Zaobserwowano jednoczesnie korelacje
miedzy liczbg mastocytdw w ranie, a liczbg miofibroblastéw oraz dynamikg

gromadzenia biatka kolagenowego.

Adekwatny odczyn zapalny w ranie wptywa na szybkos¢ gojenia oraz okresla
jakosc blizny. Histamina jest mediatorem zapalenia, ktory w istotny sposéb wywiera
regulacyjny wptyw na procesy gojenia i bliznowacenia. W badaniach
przeprowadzonych na zwierzetach eksperymentalnych udowodniono, ze histamina
przyspiesza gojenie ran skornych, zwieksza kolagenogeneze i podwyzsza poziom
glikozoaminoglikanow. Dziatanie histaminy w procesach gojenia wigze sie z regulacjg
przeptywu krwi przez rane lub bezposrednim dziataniem histaminy na komorki ziarniny
ran poprzez pobudzenie receptorow btonowych gtéwnie H1. W doswiadczeniach
przeprowadzonych na miofibroblastach pobranych z ran powierzchniowych
udowodniono, ze histamina zwieksza aktywnos¢ metaboliczng komoérek, podwyzsza
poziom kolagenu oraz zwieksza poziom transformujgcego czynnika wzrostu 31
(TGFB1). Przeprowadzone badania wtasne oraz przeglad literatury dokumentujg
istotny regulacyjny wptyw histaminy na procesy gojenia ran i widknienia narzgddéw.
We wczesnych i péznych etapach reparacji stwierdzono wzrost liczby i zwiekszong
degranulacje komorek tucznych. Zjawisku temu towarzyszyt wzrost poziomu

histaminy. Udokumentowano wptyw histaminy na wzrost syntezy Kkolagenu,
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glikozoaminoglikanéw, angiogeneze oraz proliferacje i migracje fibroblastéw jednak
mechanizm dziatania histaminy nie zostat jeszcze catkowicie wyjasniony.
Wiadomo jednak, ze amina ta wywiera regulacyjny wptyw na procesy gojenia,
proliferacje oraz migracje komorek przez receptory btonowe.
Najlepiej udokumentowany jest wptyw pobudzenia receptorow H1. Wiadomo réwniez,
ze histamina moze zwieksza¢ wydzielanie czynnikow wzrostu takich jak TGF-$1
i bFGF. Wydzielanie TGF-B1 jest réwniez zalezne od pobudzenia receptora H1,
nalezy rowniez pamieta¢ o stabilizowaniu przez histamine struktury kolagenu

lub komplekséw kolagen—glikozoaminoglikany w srodowisku kwasnym.

Identyfikacja receptoréw histaminowych lub szlakéw wewngtrzkomoérkowego
przekazywania sygnatu w procesach gojenia i widknienia typowych dla réznych

narzgdow pozwoli na celowang interwencje farmakologiczna.

Podsumowanie i wnioski

1. Histamina pobudza aktywno$é metaboliczng komorek izolowanych z ziarniny
ran. Dziatanie to jest zalezne od pobudzenia receptora H1.

2. Potwierdzono obecno$c¢ receptora H1 w komorkach izolowanych z ziarniny ran.

3. Histamina zwieksza wydzielanie TGFbeta1 z komorek pobranych z ziarniny ran
za posrednictwem receptora H1.

4. Badana amina nie zmienia aktywnosci metabolicznej komorek pobranych

Z nieuszkodzonej skory.
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5. Histamina zwieksza gromadzenie kolagenu w hodowli miofibroblastow
pobranych z ziarniny ran poprzez pobudzenie receptora H1. Podobny wptyw
histaminy na gromadzenie kolagenu stwierdzono w komdrkach pobranych
z nieuszkodzonej skory.

6. Istniejg liczne dowody opisane w literaturze, dotyczgce regulacyjnego wptywu
histaminy na procesy gojenia i widknienia narzadow. Obecna praca
eksperymentalna wypetnia luke w pismiennictwie wyjasniajgc mechanizm

dziatania histaminy na miofibroblasty ziarniny ran.

Whniosek koncowy

Histamina korzystnie wplywa na procesy gojenia (akumulacje kolagenu,
aktywnos¢ metaboliczng komoérek, wydzielanie TGFbeta1) poprzez pobudzenie

receptora H1 w komoérkach pochodzacych z ziarniny ran.
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Streszczenie w jezyku polskim

Wplyw histaminy na czynnos¢é miofibroblastow izolowanych z ziarniny ran.

Trudno gojace sie rany to duzy problem wptywajgcy na jakos¢ zycia i zdrowie
pacjentow, ale takze ogromny problem ekonomiczny, coraz silniej odczuwalny
w starzejgcym sie spoteczenstwie (rany przewlekte dotykajg 120 na 100 000 oséb
w wieku od 45 do 65 lat i liczba ta wzrasta do 800 na 100 000 u os6b w wieku powyzej
75 lat).

Gtéwnym celem procesu gojenia ran jest przywrdcenie ciggtosci uszkodzonego
narzadu poprzez wytworzenie blizny. Proces ten sktada sie z nastepujgcych faz:
hemostazy, zapalenia, migracji i proliferacji komérek, syntezy biatek oraz przebudowy
blizny. Wspomniane etapy muszg byc $cisle ze sobg ,skoordynowane”, aby skutecznie
naprawi¢ uszkodzong tkanke. Adekwatny proces zapalny w istotny sposob odpowiada
za regulacje gojenia. Hamowanie reparacji stwierdza sie w stanach potencjalizaciji

lub zmniejszenia stanu zapalnego w ranie.

Wczesniejsze badania przeprowadzone in vivo pokazaty regulacyjny wptyw
histaminy na procesy gojenia i kolagenogenezy. Wiekszos¢ danych wykazata

pobudzajgcy wptyw histaminy na procesy gojenia oraz wzrost zawartosci kolagenu

w ziarninie ran. Mechanizm dziatania histaminy nie zostat wyjasniony, sformutowano
natomiast dwie hipotezy. Pierwsza z nich zaktadata, Ze amina ta rozszerza naczynia
krwionosne w ranie, zwigkszajac jej ukrwienie i w ten sposéb przyspiesza gojenie.
Druga hipoteza podkreslata mozliwos¢ pobudzania kolagenogenezy poprzez
bezposrednie dziatanie histaminy na komoérki syntetyzujgce kolagen (fibroblasty

lub miofibroblasty).

Celem moich badan byto podjecie proby wyjasnienia mechanizmu
dziatania histaminy w procesie gojenia. Sprawdzitam czy badana amina dziatajac
bezposrednio na komoérki wyizolowane z ziarniny ran moze modyfikowaé
aktywnos¢ metaboliczng komoérek, gromadzenie biatka kolagenowego
w hodowli oraz sekrecje transformujgcego czynnika wzrostu beta1 (TGFbeta1).
Ponadto podjetam probe okreslenia typu receptora histaminowego,

ktory posredniczy w regulacji czynnosci badanych komérek.
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Metody. Model rany, siatki polipropylenowej wszczepionej podskérnie w okolicy
ledzwiowej szczura szczepu Wistar, postuzyt do wytworzenia ziarniny ran.
Po 28 dniach od wszczepienia implantu, przerosnietg ziarning siatke polipropylenowg
usuwatam z organizmu zwierzecia. Otrzymana ziarnina postuzyta do izolacji komorek
i zatozenia hodowli. Celem identyfikacji komoérek badano ekspresje alfa-aktyny
komorek miesniowych gtadkich, wimentyny i desminy przy pomocy cytometrii
przeptywowej. TGF beta1 oznaczany byt metodg immunoenzymatyczng, natomiast do
pomiaru proliferacji komorek wykorzystatam test BrdU. AktywnosS¢ metaboliczng
komorek badatam przy pomocy testu MTT. Kolagen oznaczatam metodg Woesnera.
Ekspresja gendéw dla kolagenu typu | i lll (COL1A1 i COL3A1) okreslana byta przy

pomocy RT PCR, czyli fancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym.

Wyniki badan wykazaly statystycznie istotny wzrost aktywnosci metabolicznej
komorek pod wptywem histaminy stosowanej w zakresie 10-6 — 10-8 M.
Nastepnie udowodnitam, Zze dziatanie histaminy jest zniesione przez ketotifen —
antagoniste receptora H1. Zbadatam roéwniez wptyw 2-pyridylethylamine
dihydrochloride (10-4 — 10-8 M) — agonisty receptora H1 na aktywnos¢ metaboliczng
komoérek z ziarniny ran. Stosowany agonista H1 podwyzszat, podobnie jak histamina,
aktywnos¢ metaboliczng komoédrek. Wyniki te potwierdzajg udziat receptora H1
w regulacji aktywnosci metabolicznej komoérek ran przez histamine.
Nastepne eksperymenty wykazaty, ze histamina stosowana w stezeniu 10-4 M
podwyzsza wydzielanie TGFbetal przez komoérki z ziarniny ran. Po zastosowaniu
agonisty H1 (10-4 M) stwierdzono rowniez wzrost wydzielania TGF beta1.
Kolejne prace pozwolity zaobserwowac¢ zahamowanie wydzielania TGF betal przez
ketotifen - inhibitor receptora H1. Kolejny eksperyment potwierdzit ekspresje receptora
H1 na komoérkach z ziarniny ran oraz wykazat wyzszg gestos¢ receptoréw H1 w tych

komorkach w poréwnaniu do fibroblastéw pobranych z nieuszkodzonej skory.

Nie wykazano wptywu histaminy na liczbe komdérek w hodowli lub ich
proliferacje. Ponadto badana amina nie zmieniata aktywnosci metabolicznej komorek
pobranych z nieuszkodzonej skory. Stosowanie ranitydyny (inhibitora receptora H2),
ciproxifanu (inhibitora receptora H3) oraz JNJ7777120 (inhibitora receptora H4)
nie wptywato w sposob istotny statystycznie na modyfikowang przez histamine
aktywnos¢ metaboliczng komérek pobranych z ziarniny ran. Poniewaz, ranitydyna

nieznacznie hamowata wzrost aktywnosci metabolicznej indukowanej przez histamine
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(efekt nieistotny statystycznie), aby catkowicie wykluczyé udziat receptora H2
podalismy do komoérek amthamine dihydrobromide (agoniste receptora H2).
Substancja ta okazata sie nieefektywna we wszystkich zastosowanych stezeniach
(10-4 — 10-8 M). Wyniki te sugeruja, ze zaden z receptoréw H2, H3, H4 nie uczestniczy

w regulacji metabolizmu komérek pobranych z ziarniny ran.

Wyizolowane z ziarniny ran komorki charakteryzujg sie ekspresjg alfa aktyny
komorek miesniowych gtadkich, desminy i wimentyny. Antygeny te sg typowe dla
miofibroblastéw. W ramach eksperymentéw zaobserwowatam zwiekszong zawartosé
kolagenu w hodowlach traktowanych histaming. Ponadto nie stwierdzitam wptywu
histaminy na ekspresje genow tancuchow alfa 1 kolagenu typu | lub Il w hodowli
miofbroblastow. Potwierdzitam réwniez ekspresje alfa aktyny komorek miesniowych
gtadkich, desminy i wimentyny w komdérkach wyizolowanych z nieuszkodzonej skory
szczurOw oraz zaobserwowatam wiekszg zawarto$¢ kolagenu pod wptywem

histaminy.

Podjetam rowniez  probe identyfikacji  receptora  histaminowego
odpowiedzialnego za regulacje = gromadzenia kolagenu w  hodowlach.
Wyniki potwierdzity wczesniejsze ustalenia dotyczgce wptywu histaminy w stezeniu
10-4 M na wzrost poziomu kolagenu. Inhibitor receptora histaminowego H1, ketotifen,
hamowat wzrost poziomu kolagenu pod wptywem histaminy. Natomiast inhibitor
receptora histaminowego H2 ranitydyna (10-3 M) nie hamowata wzrostu poziomu
kolagenu pod wptywem histaminy. Agonista receptora H1, dichlorowodorek
2-pirydyloetyloaminy, zastosowany w dawkach w zakresie od 10-5 M do 10-4 M,

zwiekszyt zawartos¢ kolagenu w hodowlach.

Ponadto, sprawdzitam czy zastosowane podczas eksperymentow substancje
(agonisci i antagonisci receptoréw histaminowych) moga wptywac na ekspresje alfa
aktyny, desminy i wimentyny w wyizolowanych 2z ziarniny ran komdrkach.
Ekspresja badanych antygendéw byla zmniejszana przez ketotifen lub ranitydyne.
Obserwacja ta wymaga odrebnych badan w celu jej wyjasnienia. W pozostatych

eksperymentach nie stwierdzono zmian ekspresji badanych antygendw.

Podsumowanie i Wnioski. Histamina zwieksza aktywno$¢ metaboliczng
komorek pobranych z ziarniny ran. Dziatanie to jest zalezne od pobudzenia receptora

H1. Wykluczono jednoczesnie udziat innych receptorow histaminowych w regulacji
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aktywnosci metabolicznej komoérki. Ponadto potwierdzono obecnos¢ receptora H1
w komorkach pobranych z ziarniny ran. Histamina nie wptywa na aktywnos¢
metaboliczng fibroblastéw izolowanych z nieuszkodzonej skéry. Efekt ten koreluje
z niskg gestoscig receptorow H1 na tych komodrkach. Wysokie stezenia histaminy
pobudzajg uwalnianie TGFbeta1 z fibroblastéw ziarniny ran. Dziatanie to jest zalezne

od pobudzenia receptor H1.

Histamina wywiera bezposredni wptyw na hodowle miofibroblastéw pobranych
z Ziarniny rany, powodujgc podwyzszenie zawartosci kolagenu
w hodowli komodrkowej poprzez stymulacje receptora histaminowego H1.

Przedstawiony mechanizm moze mie¢ potencjat terapeutyczny.

Histamina podwyzsza rowniez gromadzenie kolagenu w hodowlach

pochodzgcych z nieuszkodzonej skory.

Histamina korzystnie wptywa na procesy gojenia (akumulacje kolagenu,
aktywnos¢ metaboliczng komérek, wydzielanie TGFbeta1) poprzez pobudzenie

receptora H1 w komérkach pochodzacych z ziarniny ran.

27



Streszczenie w jezyku angielski

Influence of histamine on the activity of myofibroblasts isolated from wound

granulation tissue.

Chronic, non-healing wounds are an important problem affecting the quality
of life and health of patients, but this is also a huge economic problem, which is
increasingly experienced in an aging society (chronic wounds affect 120 per 100,000
people aged from 45 to 65, and this number increases to 800 per 100,000 in people
aged over 75).

The main goal of the wound healing process is to restore the continuity of the
damaged organ by creating a scar. This process consists of the following phases:
hemostasis, inflammation, cell migration and proliferation, protein synthesis and scar
remodeling. These steps must be closely "coordinated" with each other in order to
effectively repair damaged tissue. An adequate inflammatory process plays
an important role in regulating healing. Both exaggerated or decreased inflammation

impairs wound healing.

Earlier studies conducted in vivo showed the regulatory effect of histamine
on the healing and collagenogenesis processes. Most of the data showed a stimulatory
effect of histamine on the healing processes and this amine increased in the collagen
content within a wound granulation tissue. The mechanism of histamine action has
not been elucidated. Two hypotheses were formulated: The first assumed that this
amine dilates blood vessels in the wound, increasing its blood supply and thus
accelerating healing. The second hypothesis emphasized the possibility
of collagenogenesis stimulation through the direct action of histamine on cells
synthesizing collagen (fibroblasts or myofibroblasts).

The aim of the present research, was to explain the mechanism
of histamine action on healing process. | checked whether the tested amine,
acting directly on cells isolated from wound granulation tissue, could modify the
metabolic activity of cells, an accumulation of collagen in culture and secretion
of transforming growth factor betal (TGFbetal). In addition, | made an attempt
to determine the type of histamine receptor that mediates in the regulation of the
activity of the examined cells.
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Methods. A wound model, a polypropylene mesh implanted subcutaneously
in the lumbar region of a Wistar rat, was used to create wound granulation tissue. After
28 days from implant insertion, the polypropylene mesh overgrown with granulation
tissue was removed from the animal's body. The obtained granulation tissue was used
to isolate cells and establish a culture. In order to identify the cells, the expression
of smooth muscle alpha-actin, vimentin and desmin was studied by flow cytometry.
TGF betal was determined by the immunoenzymatic method, while the BrdU test was
used to measure cell proliferation. | tested the metabolic activity of the cells using the
MTT test. Collagen was determined using the Woesner method. Gene expression
for collagen type | and 11l (COL1A1 and COL3A1) was determined using RT PCR, i.e.

real-time polymerase chain reaction.

The results of the research showed a statistically significant increase in the
metabolic activity of cells under the influence of histamine used in the range
of 10-6 - 10-8 M. Then | proved that the effect of histamine is abolished by ketotifen -
an H1 receptor antagonist. | also examined the effect of 2-pyridylethylamine
dihydrochloride (10-4 - 10-8 M) - an H1 receptor agonist on the metabolic activity
of wound granulation tissue cells. The H1 agonist increased, similarly to histamine,
the metabolic activity of cells. These results confirm the involvement of the H1 receptor
in the regulation of the metabolic activity of the cells by histamine. Subsequent
experiments showed that 10-4 M histamine increased the secretion of TGF-betal
by the examined cells. An increase in TGF betal secretion was also found after
application of the H1 agonist (10-4 M). Next experiments allowed to observe the
inhibition of TGFbetal secretion by ketotifen - an H1 receptor inhibitor. Moreover,
expression of the H1 receptor on cells from wound granulation tissue was confirmed.
Higher density of H1 receptors in these cells compared to fibroblasts taken from intact

skin was showed.

Histamine has not been shown to affect the number of cells in culture or their
proliferation. Moreover, the tested amine didn’t change the metabolic activity of cells
taken from intact skin. The use of ranitidine (H2 receptor inhibitor), ciproxifan
(H3 receptor inhibitor) and JNJ7777120 (H4 receptor inhibitor) had no statistically
significant effect on the histamine-modified metabolic activity of cells collected from
wound granulation tissue. Since ranitidine slightly inhibited the increase in metabolic

activity induced by histamine (the effect was not statistically significant), in order to
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completely exclude the involvement of the H2 receptor, we administered amthamine
dihydrobromide (an H2 receptor agonist) to the cells. This substance turned out to be
ineffective in all concentrations used (10-4 - 10-8 M). These results suggest that none
of the H2, H3, and H4 receptors participate in the regulation of metabolism of cells

taken from the wound granulation tissue.

Cells isolated from wound granulation tissue were proved to express alpha
smooth muscle actin, desmin and vimentin. These antigens are typical for
myofibroblasts. Furthermore, increased collagen content in cultures treated with
histamine was observed. In addition, | found no effect of histamine on the expression
of alpha 1 chain genes of type | or Ill collagen in cultured myofbroblasts.
| also confirmed the expression of smooth muscle cell alpha actin, desmin and vimentin
in cells isolated from intact skin of rats and in myofibroblast cultures a higher collagen

content was found after histamine treatment.

| also attempted to identify the histamine receptor responsible for the regulation
of collagen accumulation in cultures. The results confirmed previous findings showing
that 10-4 M histamine increases in collagen levels. The histamine H1 receptor inhibitor,
ketotifen, inhibited the increase in collagen levels under the influence of histamine.
On the other hand, the histamine H2 receptor inhibitor ranitidine (10-3 M) did not inhibit
the increase in collagen levels under the influence of histamine. The H1 receptor
agonist, 2-pyridylethylamine dihydrochloride, applied at doses ranging from 10-5 M to
10-4 M, increased the collagen content within the cultures.

Moreover, | checked whether the substances used during the experiments
(agonists and antagonists of histamine receptors) can affect the expression of alpha
actin, desmin and vimentin in cells isolated from wound granulation tissue.
Antigen expression was downregulated by ketotifen or ranitidine. The observation
requires further research to explain it. In subsequent experiments, no changes of the

antigens expression were observed.

Summary and Conclusions. Histamine stimulates the metabolic activity of cells
taken from wound granulation tissue. This effect is dependent on the stimulation of the
H1 receptor. At the same time, the participation of other histamine receptors in the
regulation of the metabolic activity of the cell was excluded. Moreover, the presence

of the H1 receptor was confirmed in cells taken from wound granulation tissue.
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Histamine does not affect the metabolic activity of fibroblasts isolated from intact skin.
This effect correlates with the low density of H1 receptors on these cells.
High histamine concentrations stimulate the release of TGFbetal from wound
granulation fibroblasts. This action is dependent on the stimulation of the H1 receptor.

Histamine has a direct effect on myofibroblasts taken from the wound
granulation tissue, causing an increase in the collagen content in the cell culture by
stimulating the histamine H1 receptor. The presented mechanism may have

therapeutic potential.

Histamine also increases collagen accumulation in cultures derived from intact

skin.

Histamine has a beneficial effect on healing processes
(collagen accumulation, metabolic activity of cells, secretion of TGFbetal)

by stimulating the H1 receptor in cells derived from wound granulation tissue.
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