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Zgodnie z uchwata Rady Wydziatu Farmaceutycznego z oddzialem Medycyny Laboratoryjne;
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z 28 maja 2015 roku o powotaniu mnie na recenzenta

wyzej wymienionej rozprawy mam zaszczyt przedstawi¢ ponizsza opinig.

Przedlozona do oceny praca obejmuje 101 stron tekstu w ukiadzie klasycznym, z zachowaniem
nastgpujacych proporcji, w tym: Wstep (35 stron), Cel pracy (1 strona), Materiat i Metody (10 stron),
Wyniki (30 stron), Dyskusja (5 stron), wnioski (1 strona), Streszczenie w jezyku polskim i angielskim
(tacznie 3 strony). Rozprawa poprzedzona jest spisem tresci (4 strony) oraz przejrzystym wykazem
skrétéw i terminéw (3 strony) W pracy zamieszczono 8 rysunkow (wstep) oraz 14 rycin (wyniki), z
podaniem ich spiséw. Pismiennictwo, w ukladzie alfabetycznym, zawiera 175 pozycji, w wigkszosci
anglojezycznych (90%), wsrdd ktorych zdecydowana wigkszosé stanowia publikacje z lat 2010-2015
(65%).

Autorka byla stypendystkg programu ,,Studiuje, badam, komercjalizuj¢ — program wsparcia
doktorantéw UMB?”, Poddziatanie 8.2.1 Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki, wspétfinansowanego

przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego.

Oceniajac przedlozona mi rozprawe na stopien doktora nauk medycznych, dokonam jej
charakterystyki w zakresie:
1. wartosci poznawczej celu badawczego,
2. poprawnosci metodycznej,
3. znaczenia naukowego wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych doswiadczen,
4

redakcji przediozonej pracy.
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1. Warto$¢ celu badawczego

We wstepie do rozprawy Doktorantka przedstawita w sposéb przejrzysty i uporzadkowany
aktualna wiedze zwiazang z tematem pracy, poczynajac od budowy macierzy zewnatrzkomoérkowej
skéry i jej roli w utrzymaniu integralno$ci tkanek tego narzadu. Omowila dokiadnie dwa wazne
skiadniki tejze macierzy, tj. kolageny (biatka) oraz kwas hialuronowy (jeden z glikozaminoglikanow),
jako dwie najwazniejsze substancje, pomiedzy ktorymi zamierzata zbada¢ interakcje zachodzace pod
wptywem etanolu. Autorka zaprezentowala szczegdlowo czynniki majace wplyw na biosynteze
kolagenu oraz na kluczowe etapy tego procesu. Drugi zwiazek, kwas hialuronowy, to szeroko
rozpowszechniony sktadnik tkanek i ptynéw ustrojowych kregowcow, a jego szczegodlna obfitosé w
macierzy zewnatrzkoméorkowej naskérka i skéry wlasciwej oraz niezwykta zdolnos¢ do wiazania
znacznych iloéci wody pozwala utrzymaé odpowiednie nawilzenie i napigcie skory. Dzigki tym
wiasciwosciom kwas hialuronowy znajduje szerokie zastosowanie w medycynie, m.in. w prdébach
leczenia chordb zwyrodnieniowych stawdw, choréb oczu, krtani, rekonstrukeji chrzastek stawowych,
a takze w leczenia oparzen i ran skory. Dalsze czesci wstgpu dotycza budowy i funkcji receptora
Biintergrynowego oraz receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu I (IGF-IR) i ich roli w
przekazywaniu sygnatu z macierzy zewnatrzkomérkowej do jadra komorkowego poprzez aktywacje
kaskad sygnalowych z udziatem, m.in., szlakéw kinaz FAK i MAP. W wyniku uruchomienia tych
procesow ekspresji ulegaja geny biatek regulujacych wzrost i réznicowanie komorki oraz stymulacje
jej proliferacji z jednoczesnym hamowaniem procesu apoptozy. Efektem jest dwukierunkowa
stymulacja procesu biosyntezy kolagenu: (i) poprzez ekspresje odpowiednich genéw z grupy COL
oraz (ii) pobudzenie aktywnosci prolidazy, enzymu katalizujacego ostatni etap odzyskiwana proliny
stanowiacej budulec kolagenu. Doktorantka oméwita takze zlozone zjawisko apoptozy, czyli
fizjologicznie zaprogramowanej $mierci komorki regulowanej przez odpowiednie szlaki zewnetrzne i
wewnetrzne. W ostatnim podrozdziale przedstawila metaboliczne konsekwencje zatrucia alkoholem
uzasadniajace wybdr tego zwiazku jako kluczowej substancji uzytej do badan.

Kwas hialuronowy stosowany jest w coraz szerszym zakresie z uwagi na jego zdolnos¢
wplywania na procesy biosyntezy i degradacji kolagenu. Jednak mimo postgpu wiedzy nadal nie
mozna méwié o przetomie w leczeniu chordb zwiazanych z zaburzeniami syntezy kolagenu w tkance
lacznej, bowiem wiele mechanizméw jego dziatania nie zostato jeszcze poznanych.

Wybér tematu pracy jest zatem jak najbardziej trafny i wazny. Celem badan Doktorantki byta
ocena w fibroblastach skéry ludzkiej poddanych dziataniu réznych stezen etanolu oraz w obecnoscei
lub bez kwasu hialuronowego mechanizméw zaburzen metabolizmu kolagenu w zakresie:

e Dbiosyntezy i degradacji biatka,

e aktywnosci prolidazy,

e ekspresji receptora Bl integrynowgo i receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu,
o ckspresji biatek szlaku sygnatowego i czynnikdw transkrypcyjnych,

* oraz apoptozy
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2. Poprawnos¢ metodyczna

2.1 Material i metody

Doktorantka w 14 punktach wymienifa liste materialow, a w kolejnych 12 punktach opisafa
dokladnie metody, ktore zastosowala podczas przeprowadzania zaplanowanych eksperymentéw. Na
konicu oméwita metody analizy statystycznej.

Do eksperymentéw uzywane byly fibroblasty skéry ludzkiej zakupione w banku komdrek
American Type Culture Collection (ATCC), ktére Doktorantka traktowata etanolem (w rosngcych
stezeniach) oraz wodoronadtlenkiem tert-butylu (modelowy zwiazek w badaniach stresu
oksydacyjnego) w obecnosci fub bez kwasu hialuronowego (HA). W kolejnych etapach eksperymentu
oceniala wptyw tych substancji na przezywalnos¢ komorek, biosyntezg kolagenu oraz aktywnos$¢
prolidazy w fibroblastach skéry ludzkiej, przedstawiajac odpowiednio wykorzystane metody i testy.

Ekspresje bialek szlaku sygnatowego, tj. receptora [Pl integrynowego oraz receptora
insulinopodobnego czynnika wzrostu [ (IGF-1R), biatka FAK i Akt, kinaz MAPK (ERK,;) oraz
czynnika transkrypcyjnego NFxB w badanych fibroblastach oceniata metoda Western blot.

Do pomiaru biosyntezy DNA w badanych komérkach poddanych dziataniu uzytych substancji
wykorzystata metodq rediometryczna (pomiar wbudowanej [3H]-tymidyny), a aktywnos$é
zelatolityczng komérek badata metoda zymografii.

Podsumowanie: Stwierdzam, ze przedstawiona i zastosowana metodyka badan spetnia kryteria
dobrej praktyki laboratoryjnej. Doktorantka wykazata si¢ wysokimi umigjetnodciami wykorzystania

réznorodnych technik w pracy laboratoryjnej realizujac zadania zgodnie z zatozeniami.

2.2 Wyniki

Wyniki badan zostaly zaprezentowane w logicznej chronologii i zilustrowane 14 znakomitymi
rycinami, ktdre zostaty wyczerpujaco opisane.

Doktorantka wykazata, ze kwas hialuronowy dziata ochronnie neutralizujac powodowane przez
etanol i wodoronadtlenek tert-butylu (tBHP) zaburzenia procesu biosyntezy kolagenu, hamowanie
biosyntezy DNA i aktywowanie procesu apoptozy w fibroblastach skéry ludzkiej. Obnizenie
cytotoksycznego dziatania etanolu na komérki skory ludzkiej (epidermoid skin cells) poprzez dodanie
w odpowiednich stezeniach kwasu hialuronowego opisali wezesniej Neuman et al. [2011].

Uzyskane wyniki pozwolity Doktorantce na stwierdzenie, ze etanol, proporcjonalnie do wzrostu
stezenia, powoduje zaburzenie ekspresji receptora Pl integrynowego oraz receptora IGF-IR
skutkujace zaburzeniem ekspresji kinazy FAK, co potwierdzone zostalo w mikroskopie konfokalnym,
w konsekwencji hamuje biosyntezg kolagenu.

Autorka wykazata, ze na obnizenie biosynttlazy kolagenu ma takze wplyw obnizenie aktywnosci
prolidazy, enzymu, ktérego aktywnos¢ kontrolowana jest przez receptor Bl integrynowy oraz receptor
IGF-1. Ponadto, z badan wynika, ze na obnizenie aktywnosci prolidzay dodatkowy wptyw ma
prawdopodobnie wzrost ekspresji czynnika transkrypcyjnego NFkB korelujacy ze wzrastajgcymi

stezeniami etanolu i BHP.
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Interesujace sg wyniki oceny szlaku sygnalowego regulowanego przez kaskade kinaz MAP
(ERK ), ktéry powiazany jest z ekspresja, m.in., receptora Bl integrynowego oraz IGF-1R. Badania
Doktorantki wskazujqa na znaczacy wplyw etanolu oraz tBHP na obnizenie ekspresji receptora 1
integrynowego oraz IGF-1R i, w konsekwencji, takze na obnizenie ekspresji fosforylowanych form
kinaz MAPK.

Kolejnym waznym wykladnikiem zaburzen wywolywanych przez dziatanie etanolu i tBHP w
fibroblastach skory ludzkiej w hodowli in vitro jest dynamika biosyntezy DNA oraz apoptozy.
Autorka wykazala, proporcjonalne do stgzenia stosowanych preparatéw, obnizenie zaréwno syntezy
DNA, jak i przezywalnosci komérek Oceng ilosciowa komorek apoptotycznych przy uzyciu
NucleoCounter NC-3000™ uzupetnita oceng ekspresji kaspazy 9, pelniacej rol¢ inicjujaca dziatanie
kaspaz wykonawczych (3, 6 i 7), wykazujac wzrost jej aktywnosci proporcjonalny do stezen etanolu.

Jak wspomniatam wczesniej doktorantka wykazata protekcyjne, wielokierunkowe dziafanie
kwasu hialuronowego na cytotoksyczne dziatanie badanych substancji.

Podsumowanie: Wyniki starannie zaplanowanych i przeprowadzonych eksperymentow
dostarczaja waznych informacji uwzgledniajacych rdézne aspekty procesow metabolicznych
zwiazanych z cytotoksycznym wplywem réznych stezen etanolu na fibroblasty w hodowli in vitro

oraz dokumentuja ochronne dziatalne kwasu hialuronowego na badane komorki.

3. Wartos$é naukowa wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych analiz.

Doktorantka w pelni osiagngta zalozone cele, ktére pozwolily na prawidlowe sformutowanie 5
wnioskéw. Zastanawiam sie jedynie, czy uwzgledniajac we wnioskach zaréwno wptywu etanolu
(stosowanego w roznych stezeniach), jak i wodoronadtlenku tert-butylu (tBHP) na badane procesy
metaboliczne, nie nalezalo uwzglednié tego drugiego zwiazku w tytule pracy.

Podsumowanie: Wyniki uzyskane w trakcie realizacji projektu stanowia istotny wktad Autorki
w poznawanie skomplikowanej natury mechanizméw zwigzanych z protekcyjnym dzialaniem kwasu
hialuronowego obnizajacym cytotoksyczny wptyw etanolu i wodoronadtlenku tert-butylu in vitro w
badanych fibroblastach ludzkich. Efekty przeprowadzonych badan zastuguja na opublikowanie w
czasopismie anglojezycznym. Doktorantka ma juz na tym polu pewne do$wiadczenie, poniewaz w
2014 roku opublikowata prace w Drug Design, Development and Therapy (S-letni wskaznik
IF=3,033). Niewatpliwie beda takze inspiracja do dalszych badan naukowych zmierzajacych do
pogiebienia wiedzy na temat mechanizméw zwigzanych z ochronnym dziataniem kwasu

hialuronowego.

4. Redakcja przedlozonej pracy

Wykorzystane w prezentacji wynikéw liczne i bardzo dobrej jakoci ryciny stanowiace element
spéjnej dokumentacji naukowo-badawczej znakomicie ulatwiaja $ledzenie opisdéw tekstowych.

Zabraklo mi jedynie odrgbnego sformutowania hipotezy ,,0”.
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Nie mam merytorycznych zastrzezen do recenzowanej pracy, a jedynie kilka uwag o
charakterze redakcyjnym:
WSTEP
e Str. 17, akapit 2 i 3: okreslenie ,, ... choréb artretycznych ...” lepiej zastapi¢ polskim terminem:
..choréb zwyrodnieniowych stawéw”. Stowa artretyzm uzywa si¢ raczej w jezyku potocznym,
nierzadko jako réwnoznacznego z okresleniami ‘dna’, ‘podagra’ lub *skaza moczanowa’.
o Str. 17, akapit 3 — zgubienie litery ,k” spowodowalo zmiang z ,,wielkoczasteczkowy™ na
~wieloczasteczkowy” kwas hialuronowy.
e Str. 17, akapit 4 — okreslenie ,katarakta” lepiej zastapi¢ bardziej precyzyjnym fachowym
terminem ,,zacma”.,
e Str. 22, akapit 3: zamieszanie w terminologii kinaz MAK — do korekty.
e Str. 25, akapit 2: utrata sylaby ,,dy” w nazwie ,,fosfaty(dy)loinozytolu™

METODY
e Str. 37, 2.1 Przygotowanie hodowli fibroblastow skory ludzkiej
Skrét od: American Type Culture Collection to ATCC, a nie ATTC.

WYNIKI
e Str. 69, akapit 3.: w zdaniu ,,Kolejno przy stezeniach ... biosynteza ...” brak orzeczenia.

LITERATURA
e Poz. 160 — monografia, brak roku wydania,
e Poz. 168 — artykul — brak nazwy czasopisma.

Podsumowanie: Powyzsze uwagi nie obnizaja wartosci i nie powinny wptyna¢ na ogdlna oceng
pracy, ktéra, co chce podkresli¢, zostala napisana dobra polszczyzna i starannie zredagowana. Nie
wiem, czy w jakikolwiek sposdb pomoga one Doktorantce w przygotowaniu ostatecznej wersji pracy
do druku, poniewaz uwazam, ze publikacja powinna by¢ napisana w jezyku angielskim, bo uzyskane

wyniki zastuguja na zaprezentowanie ich w pismiennictwie o szerszym zasiggu.

WNIOSKI KONCOWE

Uwzgledniajac w ocenie merytoryczng i poznawcza wartos¢ pracy w wymiarze naukowym oraz
staranne przygotowanie jej pod wzgledem redakcyjnym uwazam, ze w pelni speinia ona wymagania
okreslone Ustawa o Tytule Naukowym i Stopniach Naukowych.

Warto podkresli¢ wysokie umiejetnosci Doktorantki zarowno w zakresie pracy laboratoryjnej,
krytycznej oceny uzyskanych wynikéw, przedstawienia ich w odpowiedniej formie i przeprowadzenia
dyskusji z wykorzystaniem odpowiedniego pismiennictwa.

Na tej podstawie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Farmaceutycznego z
Oddzialem medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z wnioskiem o

dopuszczenie mgr Magdaleny Donejko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

) . }p ,
L Mif’ (J(Mh QLo
"Prof. dr hab! n. med. Krystyna H. Chrzanowska Warszawa, 22 listopada 2015 r.
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