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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki Wolak pt. ,,Wplyw histaminy na
czynno$¢ miofibroblastéw izolowanych z ziarniny ran”

Przediozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Wolak stanowi cykl
spéjnych tematycznie trzech publikacji o sumarycznym IF=6,629, co odpowiada 115 punktom
Ministerstwa Edukacji i Nauki. Zbiér publikacji sktadajacy sie na niniejszg rozprawe doktorsks
przewyzsza podstawe ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora w Uniwersytecie Medycznym
w Lodzi zgodnie z Uchwala nr 30/2017 z dn. 27 stycznia 2017 r Senatu Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi. Na uwage zastuguje fakt, 2e Doktorantka jest pierwszym autorem
w kazdej z prac, co sugeruje Jej wiodgcg rolg w prezentowanych badaniach.

Rozprawa doktorska dotyczy zagadnieh zwigzanych z gojeniem sie ran, czyli procesem
majgcym na celu przywrdcenie cigglosci uszkodzonego narzadu poprzez wytworzenie blizny. Jest
to proces wieloetapowy, na ktéry skladajg sie nastgpujace fazy: hemostaza, stan zapalny, migracja
i proliferacja komérek, synteza bialek, a w koficu przebudowa i obkurczenie rany. Opis rozprawy
doktorskigj przygotowanej w  oparciu o  dorobek publikacyjny  sklada  sie
z kilku elementéw takich jak: ,Wstep”, ,Cel pracy”, ~Materialy i Metody”, ,,Wyniki",
»Podsumowanie i wnioski” oraz ., Wniosek koncowy”. W ezeéei wstepnej pracy Doktorantka
scharakteryzowata sytuacje, w ktérej postepowi cywilizacji towarzyszy wydhuzenie Zycia ludzi,
ale jednoczesnie wzrost liczby cierpigcych na choroby przewlekle, takie jak cukrzyca. Trudno
gojace, a wreez niegojace sie, rany u oséb starszych i chorych stanowig duzy problem wplywajacy
na jako$¢ zycia i zdrowie pacjentéw, a dodatkowo jest ogromnym wyzwaniem ekonomicznym,



Majac na uwadze potrzebg prowadzenia badan w celu poglebienia wiedzy
o mechanizmach zachodzacych w czasie procesu gojenia, a na dalszych etapach wprowadzenia
zmian w metodach leczenia ran przewlektych, Doktorantka podjela sie realizacji tematu.

W oparciu o wezesniejsze badania Autorka rozprawy doktorskiej sformulewala cel pracy,
w ktéorym podjela sie sprawdzenia roli histaminy w regulowaniu procesu gojenia ran,
a dokladnie jej wplywu na aktywno$¢ metaboliczng komorek - miofibroblastow, w tym
wydzielanie przez nie kolagenu i czynnika wzrostu beta 1 (TGF-f1). Ponadto, Doktorantka
okreélita udziat receptoréw histaminowych w regulacji czynno$ci badanych komérek.

Pani mgr Monika Wolak zastosowala w pracy bardzo ciekawy model badawczy,
a doswiadczenia prowadzone przez Nig mialy charakter badan ex vivo. Komérki zastosowane
w pracy zostaly pobrane z ran zwierzat (szczury rasy Wistar) poddanych, okoto 30 dni weczeéniej,
zabiegowi wszczepienia siatek polipropylenowych, podskérnie w okolice ledzwiowe w celu
wywolania u zwierzat procesu gojenia pooperacyjnego. Hodowle izolowanych komérek
szczurzych zawieraly fibroblasty, co potwierdzano barwieniem w kierunku alfa aktyny mieéni
gladkich, wimentyny, czy desminy bedacej istotnym bialkiem cytoszkieletu miocytéw (Drobnik
2013 ref 15 w Publikacji 1). W sekeji ,Materialy i Metody” pracy nie znalazla si¢ zadna
informacja dotyczgcea potwierdzania typu komérek hodowanych z izolatéw z ran zwierzat.
Pomimo tego, Zze zaréwno w Publikacji 1 jak i 2 czytelnik znajduje takie informacje, dodatkowo
powinny si¢ one znalezé w czg¢écei opisowej rozprawy.

Zaplanowany przez Doktorantke cykl badan zakiadal przeprowadzenie serii stymulacji
miofibroblastéw histaming w szerokim zakresie st¢zen, a nastgpnie oceng jej dziatania na komorki
w kontekscie ich aktywnosci metabolicznej, proliferacyjnej i wydzielniczej. Jednoczesnie, za
kazdym razem Doktorantka wigczala w uklad doswiadczalny antagonist¢ receptora
histaminowego H1 (ketotifen), a takze alternatywnego agonist¢ tego receptora w postaci 2-
pyridylethylamine dihydrochloride. Doktorantka ocenila takZe w pracy wplyw histaminy na inne
receptory histaminowe stosujgc w doéwiadczeniach antagonistow dla: receptora H2 — ranitidine,
H3 — ciproxifan i H4 — JNJ7777120. Uklad kontrolny w pracy stanowily fibroblasty pobrane z
nieuszkodzonej skéry jak i komérki niestymulowane,

Doktorantka zastosowala w pracy roéznorodng metodologie: immunoenzymatyczna,
biochemiczng czy genetyczng. Wykazala sie takze duza zdolnoscig do pracy z ukladami

komoérkowymi, a nalezy mie¢ na uwadze, ze zastosowany model badawczy nie byt prosty. Nasuwa



sic pytanie czy Doktorantka samodzielnie wykonywala réwniez czeS¢ im vive i czy
uczestniczyla w zabiegach zakladania siatek polipropylenowych zwierzetom?

Wyniki uzyskane i oméwione w Publikacji 1, wchodzacej w sklad rozprawy doktorskiej
wykazaly, ze histamina pobudza aktywnos$¢ metaboliczng miofibroblastéw izolowanych z ran,
natomiast nie oddziatuje na fibroblasty kontrolne, pochodzgce
z nieuszkodzonej skory. PodwyzZszona aktywno$¢ metaboliczna miofibroblastéw manifestowala
sie intensyfikacja wydzielania czynnika TGF-P1 i byla zalezna od receptora H1 dla histaminy. Co
wiecej, ekspresja tego receptora na badanych komérkach réwniez wzrastala. Interesujace jest, ze
Doktorantka nie zaobserwowala zwigkszenia sig¢ liczby komérek badanych, czyli proliferaciji po
stymulacji réznymi stezeniami histaminy. Czy w zwigzku z tym moZemy sugerowac,
ze komoérki te raczej migrujg niz proliferujg? Czy doktorantka rozwazala wprowadzenie
do pracy jeszcze jednego testu — testu ,gojenia rany”, ktéry jest wyjatkowo przydatny
do okreslania zdolnosci komérek de migracji?

Wyniki zaprezentowane przez doktorantk¢ w Publikacji 2  wskazuja
na prokolagenotwérczy i zalezny od receptora H1 wplyw histaminy na miofibroblasty pobrane
z ziarniny rany, a zastosowanie inhibitora receptora H1 hamowalo wzrost wydzielanego kolagenu.
Efekt ten zauwazono réwniez wobec komérek pochodzgcych z nieuszkodzonej skéry. W obliczu
uzyskanych wynikéw nalezaloby zapytaé czy komédrki izolowane z pojedynezych osobnikéw
hodowane byly oddzielnie i w taki sposéb wlgczane w doswiadczenia, czy juz
na etapie izolacji byly ,pulowane”? Czy uzyskane wyniki s3 $rednia pochodzacy
z oddzielnych préb?

W Publikacji 3 Autorka rozprawy doktorskiej podjela si¢ niejako podsumowania
istniejgcej wiedzy na temat roli histaminy w procesach gojenia i wiéknienia, a publikacja stanowi
swego rodzaju przegladowke. W pracy Doktorantka omowila temat gojenia nieco szerzej,
uwzgledniajgc wszystkie etapy tego procesu oraz udziat innych, niz tylko miofibroblasty komarek.
Niezwykle interesujgcy jest aspekt pochodzenia histaminy w organizmie w czasie trwajgcego
procesu gojenia ran oraz to, ze komorki tuczne we wezesnych i péznych etapach reparacji
intensyfikuja wydzielanie histaminy. Dzialanie histaminy na proces gojenia jest
udokumentowany, jednakze mechanizm jej dzialania na procesy proliferacji, migracji czy
angiogenezy s3 nadal stabo poznane. Czy doktorantka spotkala sie z badaniami dotyczacymi
dzialania histaminy na komérki érodblonka naczyniowego? W publikacji 3 autorka pisze,

ze histamina nie tylko intensyfikuje wydzielanie przez komorki czynnika wzrostu TGF-B1,



ale takze czynnika FGF. Czy wiadomo co$ na temat zmiany ekspresji receptoréw dla FGF na
fibroblastach w wyniku dzialania histaminy?

Opis stanowigcy komentarz do trzech publikacji wehodzgcych w skiad rozprawy
doktorskiej zostal przygotowany starannie pod wzglgdem edytorsko-redakeyjnym, jednakze
znajdujg si¢ w nim pojedyncze bledy, jak na przyktad réznie napisana nazwa czynnika TGF- pl.
Doktorantka pisze — TGFbetal lub TGF-B1.

Podsumowujac nalezy stwierdzié, ze podlegajaca ocenie rozprawa doktorska podejmuje
aktualna tematyke, a uzyskane wyniki maja duzy potencjal terapeutyczny. Wyciagnigte przez
Doktorantke wnioski moga stanowi¢ punkt wyjécia do dalszych badan nad rolg histaminy
w regulacji procesow gojenia si¢ ran. Biorac pod uwag¢ powyZsze Oraz fakt, ze rola
Doktorantki w publikacjach wiaczonych w rozprawg doktorskg jest wiodaca (pierwsze
autorstwo) stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spemia warunki
okreglone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytulach w zakresie sztuki (Dz U. nr 65 poz.595 z pdin zZm.)
i stawiam wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania o nadanie

stopnia doktora.

l

e /
A s g ke rrz_g__

(
Dr hab. Agnieszka Krupa



