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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Marii Baszanowskiej pt.: ,Wptyw
pozakomoérkowej prolidazy na procesy regeneracyjne w eksperymentalnym modelu
gojenia ran oraz zapalenia indukowanego IL-1B w fibroblastach skory ludzkiej” na stopien
doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne.

Przedstawiony cykl publikacji, stanowigcy rozprawe, poswiecony jest ocenie wptywu
prolidazy zwierzecej i rekombinowanej ludzkiej na procesy regeneracyjne w dwdch
modelach eksperymentalnych (uszkodzonych mechanicznie fibroblastach i indukowanym w
fibroblastach przez IL-1p stanem zapalnym). Doktorantka analizuje zywotnos¢, proliferacje,
migracje komorek, ekspresje wybranych biatek szlakdw sygnatowych zaleznych od EGFR,
integryny B1 i IGF-1R oraz biosynteze kolagenu.

Praca zostata wykonana w Zakfadzie Chemii Lekéw Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku. Promotorem rozprawy jest prof. Jerzy Patka.

Dysertacje stanowi cykl 2 publikacji eksperymentalnych, spdjnych tematycznie,
opublikowanych w ostatnich dwéch latach (2021-2023), w czasopismach z listy MEIN oraz
Journal Citation Reports. Jednej opublikowanej w Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 942 o IF
wynoszgcym 6,208 i punktacji MEIN 140 oraz drugiej Molecules 2023, 28, 851 o IF
wynoszgcym 4,927 i punktacji MEIN 140. taczna warto$¢ IF dla prac wynosi IF=11,135 i w
punktacji MEiN=280. Do publikacji dotagczono réwniez bogaty materiat uzupetniajgcy liczacy
16 stron do publikacji I i 21 stron do publikacji Il.

Zgodnie z zatgczonymi do dysertacji oswiadczeniami procentowy udziat mgr W.
Baszanowskiej w przygotowanie tych prac zostat oszacowany na 70% co zostato
potwierdzone pierwszym autorstwem. Wspodtautorzy prof. J. Patka, prof. W. Miltyk, dr hab. I.
Os$citowska, dr M. Niziot (w pierwszej pracy Misiura), dr J. Czyrko-Horczak wyrazili zgode na
wykorzystanie ww. prac w rozprawie doktorskiej Autorki. Wktad mgr W. Banaszewskiej w
przygotowanie prac, zgodnie z o$wiadczeniem, polegat na opracowaniu metod badawczych,
prowadzeniu czesci eksperymentalnej badan, analizie statystycznej wynikéw i ich
interpretacji oraz przygotowaniu manuskryptu, a w publikacji drugiej réwniez wyrazat sie
udziatem w opracowaniu koncepcji pracy. Realizacja dysertacji pod kierunkiem prof. J. Patki i
we wspotpracy z zespotem doswiadczonych naukowcdw pozwolita przygotowac bardzo
ambitng prace doktorsky, wnoszgcyg elementy nowosci naukowej. Co wiecej Promotor i
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wspotpracownicy zapewnili Doktorantce finansowanie, do$¢ kosztownych badan, ktére
pochodzito ze $srodkéw Narodowego Centrum Nauki, nr projektu 2017/25/B/N27/02650 -
OPUS 12: Prolidaza jako czynnik pobudzajgcy gojenie ran w eksperymentalnych modelach
komadrek skory realizowany w Zakfadzie Analizy i Bioanalizy Lekdw.

Przedtozona do recenzji praca doktorska sktada sie z 15 rozdziatéw i liczy 152 strony.
Zamieszczony cykl publikacji poprzedza spis tresci, wykaz zrédet finansowania, spis
artykutéw stanowigcych podstawe dysertacji. Nastepnie Doktorantka zamieszcza 15-
stronicowe wprowadzenie (str. 7-22), cel pracy (str. 23), zwiezte, dwustronicowe
podsumowanie zastosowanych materiatdw i metod, wyselekcjonowane, najbardziej istotne
wyniki (str. 26-43), ktére podsumowuje i dyskutuje (str. 44-50). Te cze$¢ zamykajg wnioski
wynikajgce z przeprowadzonych badan (str. 51) oraz bogato zacytowane pismiennictwo
liczace 124 pozycje i streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Nastepnie, zamieszczono
artykuty bedace podstawg dysertacji, pierwszy:

Baszanowska W, Misiura M, Oscilowska |, Patka J, Miltyk E.: Extracellular prolidase
(PEPD) induces anabolic processes through EGFR, B1-integrin, and IGF-1R signaling pathays
in experimental model of wounded fibroblasts. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 942 wraz z
materiatem uzupetniajgcym

i publikacje 2 Baszanowska W, Niziot M, Oscilowska |, Czyrko-Horczak J, Miltyk W,
Patka J.: Recombinant human prolidase (rhPEDP) induces wound healing in experimantal
model of inflamation through activation of EGFR signaling in fibroblasts. Molecules 2023, 28,
851 réwniez z dostepnym on-line materiatem uzupetniajacym.

W pracy zataczono opinie Komisji Bioetycznej, oSwiadczenia Autorki i wspétautorow
prac wchodzacych do dysertacji. Prace zamyka wykaz catkowitego dorobku naukowego i
innych aktywnosci naukowych Doktorantki.

We wstepie pracy doktorskiej dokonano analizy ztozonych mechanizméw regulacji
procesu naprawczego uszkodzonych tkanek w przebiegu zapalenia, ktére pozwalajg na
poszukiwanie nowych Sciezek terapii wspomagajgcej regeneracje tkanek. Uwage
sfokuzowano na prolidazie (PEPD) [EC.3.4.13.9] enzymie o podwdjnym mechanizmie
aktywnosci biologiczne;j:

— zwigzanym z proteolizg w cytoplazmie di- i tripeptyddw z proling lub hydroksyproling w
pozycji C-koncowej, formy kluczowej dla prawidtowego metabolizmu w fibroblastach i
keratynocytach oraz niezbednej do syntezy kolagenu

- dziatniem pozakomodrkowym jako liganda receptora EGFR i HER2 i modulatora aktywnosci
transkrypcyjnej P53 i ekspresji receptora interferonu o/p, ktére bytlo w centrum uwagi
prowadzonych przez Doktorantke badan.

Wstep dobrze wprowadza w realizowane w pracy zagadnienie. Doktorantka krétko
opisuje podwdjny mechanizm aktywnosci biologicznej prolidazy, gen kodujgcy badany enzym
i jego organizacje oraz budowe biatka, mozliwe jego modyfikacje potranslacyjne i
charakteryzuje reakcje enzymatyczne katalizowane przez PEPD jak réwniez mechanizmy
regulujgce aktywnosc¢ prolidazy oparte o aktywacje receptora integrynowego 1, receptora
insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1R) i receptora transformujgcego czynnika
wzrostu (TGFBR). Nastepnie zwraca uwage czytelnika na nieenzymatyczng funkcje prolidazy,
ktorg jako pierwszy zaobserwowat i opisat Yang i wsp., w 2013r. Autorzy dowiedli, ze PEPD
jest ligandem ErbB1/EGFR i ErbB2/HER2 i regulatorem aktywnosci P53 i dojrzewania IFNAR1
co otworzyto nowe sciezki badan nad rolg PEPD w procesie gojenia ran. Podsumowuje



opublikowane dane dostepne pismiennictwie poswiecone prolidazie jako ligandowi
ErbB2/HER2, regulatorowi P53 i receptora interferonu o/fB. Na korncu tego rozdziatu
formutuje hipoteze mechanizmu aktywacji szlakoéw sygnatowych indukowanych przez EGFR,
integryne B1 i TGF-1R i precyzuje cel swoich badan, w ktérych skupia sie na ocenie wptywu
prolidazy zwierzecej i rekombinowanej ludzkiej na procesy regeneracyjne w dwdch
modelach eksperymentalnych (uszkodzonych mechanicznie fibroblastach i indukowanym w
fibroblastach przez IL-1p stanem zapalnym). Doktorantka analizuje zywotnos¢, proliferacje,
migracje komorek, ekspresje wybranych biatek szlakow sygnatowych zaleznych od EGFR,
integryny B1 i IGF-1R oraz biosynteze kolagenu.

Na podkreslenie zastuguja zastosowane w pracy modele eksperymentalne, ktéry
zostaty wypracowane w kierowanym przez Promotora pracy Zaktadzie Chemii Lekdéw i
wspotpracujgcym Zaktadzie Analizy i Bioanalizy Lekéw Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku. Byt to model in vitro oparty o uszkodzone mechanicznie fibroblasty i drugi,
zapalny indukowany ludzkg rekombinowang IL-1[. Fibroblasty skéry ludzkiej (CRL-2072)
pochodzity ATCC a ich czystosc i autentycznos$¢ byta potwierdzona certyfikatem.

Autorka dysertacji zwrdcita uwage na pozakomérkowg prolidaze (PEPD), ktéra jak
wykazali Yang i wsp., 2013 okazata sie ligandem dla receptoréow naskérkowego czynnika
wzrostu (ErbB1/EGFR i ErbB2/Her2), regulatorem aktywnosci biatka P53 i czynnikiem
promujgcym powierzchniowg ekspresje receptora IFN-I, IFNAR1. Z kolei jej niedobodr
powoduje uposledzong sygnalizacje INF-1 (Lubick i wsp., 2015). W dysertacji badania in vitro
zostaty przeprowadzone w modelu mechanicznego uszkodzenia fibroblastow jak i modelu
zapalenia indukowanego IL-13 dowiodty, ze PEPD z nerek $wini indukuje, w sposob zalezny
od dawki, proces proliferacji i migracji fibroblastéw. Nowym elementem, ktéry Doktorantka
wniosta do nauki bylo zaobserwowanie, ze PEPD nasila znaczaco wyrazniej proliferacje
fibroblastéw po ich uszkodzeniu mechanicznym w pordwnaniu do komdrek kontrolnych.
Pobudzona migracja zwigzana byta z sygnalizacjg szlaku EGFR a w nastepstwie szlakow
PI3K/Akt/mTOR, Ras/Raf/ERK i JAK/STAT. Taki kierunek dziatania PEPD zostat potwierdzony
poprzez wykorzystanie znanego inhibitora EGFR gefitinibu, ktéry hamowat pobudzajgce
dziatanie PEPD na szlak sygnatowy EGFR — obserwowano obnizong ekspresje catkowitego
biatka EGFR. Co wiecej dowiedziono, ze obnizenie dziatania PEPD na szlak sygnatowy EGFR
spowodowane jest obnizeniem stopnia fosforylacji biatek PI3K, Akt i mTOR. Doktorantka
analizuje takze komunikacje pomiedzy EGFR a receptorem integrynowym (1 jak i
receptorem insulinipodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1R). Zwraca uwage, ze komunikacja
pomiedzy tymi receptorami petni kluczowa role w procesie gojenia ran ze wzgledu na
pobudzanie biosyntezy kolagenu i w pracy wykazuje, ze fibroblasty stymulowane PEPD
pobudzajg synteze kolagenu za posrednictwem ww. receptoréow (receptora integryny B1 i
IGF-1R). W nastepstwie tych proceséw indukcji podlegajg szlaki sygnatowe FAK, Grb2 i kinaz
ERK1/ERK2 co z kolei pobudza biosynteze sktadnikébw ECM w tym rdéwniez kolagenu.
Waznym wynikiem przedstawionym w dysertacji jest wykazanie obnizenia ekspresji NF-xkB w
fibroblastach poddanych dziataniu PEPD co wspdtgra z danymi piSmiennictwa,
udowodniajgcymi, ze czynnik ten jest inhibitorem biosyntezy kolagenu. Wyniki tych badan
mgr W. Baszanowska podsumowata w pracy opublikowanej Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 942.

Drugi, zastosowany przez Doktorantke model eksperymentalny wynikat z faktu, ze z
mechanicznym uszkodzeniem tkanki zwigzany jest stan zapalny. Dlatego w tym modelu
fibroblasty poddano dziataniu IL-13, znanego mediatora stanu zapalnego. Tym razem mgr W.



Baszanowska zastosowata rekombinowang ludzkg prolidaze (rhPEPD), ktérej otrzymywanie
zostato wdrozone w Zakfadzie Analizy i Bioanalizy Lekéw.

W zastosowanym modelu (model zapalny indukowany przez IL-13) Autorka dysertacji
wykazata, ze PEPD aktywuje sygnalizacje EGFR. Mechanizm ten, polegat na fosforylacji EGFR i
biatek od niego zaleznych PI3K/AKT/mTOR. | w tym modelu zastosowanie gefitynibu
pozwolito na obnizenie ekspresji EGFR i biatek od niego zaleznych. Doktorantka
zaobserwowata ponadto, ze rhPEPD i IL-1B powoduja wzrost ekspresji receptora
integrynowego 1 i biatek z jego szlaku sygnatowego (p-FAK, Grb2 i ERK1/2). Zastosowany w
tym eksperymencie gefitynib nie wykazat hamujgcego dziatania PEPD na wzrost ekspres;ji
receptora B1-inegryny i p-Fak ale obnizat ekspresje Grb2 i ERK1/2 co sugeruje, ze stymulacja
za pomoca PEPD szlaku integrynowego 1 jest niezalezna od EGFR.

Kolejnym ciekawym spostrzezeniem Doktorantki jest wykazanie w opisywanym
modelu (fibroblasty z indukowanym IL-13 zapaleniem i traktowanych rhPEPD) zwiekszonej
aktywnosci metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9, co skutkuje wzmozong degradacja sktadnikéw
ECM i w konsekwencji utatwia proces migracji komorek do zranionego miejsca. Wyniki tych
badan zostaty upublicznione w Molecules 2023, 28, 851.

Podsumowujgc uzyskane przez mgr W. Baszanowskag wyniki nalezy podkresli¢, ze w
obu zastosowanych w dysertacji modelach eksperymentalnych po raz pierwszy udowodnita,
ze PEPD aktywuje EGFR-zalezny proces gojenia ran.

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki zostaty przez Autorke dysertacji podsumowane i
przedyskutowane z dostepnymi w pismiennictwie danymi. Ten rozdziat dowodzi, ze Autorka
jest dojrzatym naukowcem potrafigcym krytycznie analizowa¢ otrzymane wyniki. Zdaje sobie
sprawe z ograniczen zastosowanych przez Nig modeli in vitro i koniecznosci potwierdzenia
swoich obserwacji w badaniach in vivo w celu rozwazenia mozliwosci aplikacyjnych opartych
o uzyskane wyniki badan.

Praca zostata podsumowana trzema dobrze wyciggnietymi wnioskami i schematem
ilustrujgcym role zewnatrzkomérkowej prolidazy opartym na uzyskanych w dysertacji
wynikach dla obu modeli eksperymentalnych in vitro.

Tematyka podjeta przez Doktorantke wpisuje sie w aktualne kierunki badawcze w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Badania
zostaty przeprowadzone z duzym rozmachem, jednoczesnie wymagaty duzej determinacji,
cierpliwosci i skrupulatnosci. Niewatpliwie, przeprowadzenie interesujgcych badan opartych
o nowe odkrycia zwigzane z prolidazg i jej rolg w procesie gojenia ran, opublikowanie
wynikéw w okresie 2 lat byto poparte pracowitoscig Autorki dysertacji ale takze pracg w
zespole budowanym przez prof. Jerzego Patke Promotora rozprawy. Warto nadmieni¢, ze
sposrod 124 cytowanych pozycji piSmiennictwa 20 stanowi odwotanie do prac wtasnych ww.
zespotu naukowcéw.

Praca zostata przygotowana bardzo starannie i jedyna moja uwaga dotyczy
stosowania przez Doktorantke terminu literatura uwazam, ze w opracowaniach naukowych
powinnismy odwotywac sie do danych z piSmiennictwa.

Ciekaw tez jestem czy Doktorantka bedzie kontynuowata swojg prace badawcza
poniewaz uzyskane wyniki in vitro sg bardzo obiecujgce i jezeli tak, to jaki bedzie kierunek



dalszych badan? Ze wzgledu na witasciwosci prolidazy takie jak wigzanie z biatkiem P53,
oddziatywaniem z czynnikami EGFR, ErbB2/Her2, HIF-1a, TGFB 1, NF-xB, MMP-2 i MMP-9
czy Doktorantka uwaza, ze prolidaza moze réwniez by¢ interesujgca jako target w chorobach
nowotworowych?

Kandydatka oprdcz wspétautorstwa dwodch, zaprezentowanych w dysertacji prac jest
wspotautorem 9 wysokoimpaktowanych prac (IF od 3,396 do 6,208 w punktacji MEiN od 70
do 140 pkt). Jest wspotautorkg 14 doniesien zjazdowych, z ktérych 10 zaprezentowano na
konferencja zagranicznych i 4 na konferencjach krajowych.

Podsumowujgc dane bibliometryczne mgr Weroniki M. Baszanowskiej nalezy
podkresli¢ wysoka punktacje pozostatego dorobku naukowego (wspoétautor prac o fagcznym IF
wynoszgcym 49,063 i punktacji MNiSW réwnej 1110). Uwzgledniajac publikacje stanowigce
podstawe pracy doktorskiej tgczny IF wynosi 60,198, a punktacja MEIN 1390 pkt. Ponadto,
mgr W. Baszanowska byta wykonawcg w grancie NCN realizowanym od 2018 do 2022r. i byta
beneficjentem dwdch projektédw statutowych finansowanych przez Uniwersytet Medyczny w
Biatymstoku, jednego w ktérym byta wspétwykonawca realizowanego w okresie 2019-2020 i
drugiego, ktérym kierowata (2019-2020). W 2019r. odbyta staz naukowy w Centrum
Neuronauki i Biologii Komérki w Coimbrze w Portugalii.

Whniosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr
Weroniki Marii Baszanowskiej pt.: ,Wptyw pozakomodrkowej prolidazy na procesy
regeneracyjne w eksperymentalnym modelu gojenia ran oraz zapalenia indukowanego IL-1f3
w fibroblastach skéry ludzkiej” spetnia wymagania ustawowe dotyczace rozpraw
doktorskich, okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U. z 2022 r., poz. 574). W zwigzku z powyzszym, wnosze do Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr W.M. Baszanowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage wysokg punktacjeMEiN i IF cyklu prac sktadajgcych sie na rozprawe
doktorskg oraz wysokg warto$s¢ naukowg, zastosowany warsztat badawczy i wniesienie
nowych, oryginalnych danych do nauki wnioskuje do Senatu Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Marii Baszanowskiej.
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