Lublin, 24.06.2022

Prof. dr hab. Anna Gumieniczek

OCENA
pracy doktorskiej mgr Magdaleny Niziot

pt. ..,The effect of extracellular prolidase on repair processes in experimental models of
inflammation and mechnical damage in HaCaT keratinocytes™
Wydziat Lekarski z Oddzialem Stomatologii 1 Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

Praca doktorska mgr Magdaleny Niziol zostata przygotowana w ramach grantu NCN
OPUS nr 2017/25/B/NZ7/02650 oraz projektu UE nr PO WER.03.02.00-00-1051/16 (Program
Operacyjny Wiedza Edukacja Rozwoj 2014-2020). Poruszony w pracy problem badawczy
dotyczy wplywu prolidazy zewnatrzkomorkowe] na procesy gojenia w eksperymentalnym
modelu zapalenia i uszkodzenia mechanicznego w keratynocytach linii HaCaT. Na oceniang
pracg doktorskg sktadajg si¢ 3 artykuly naukowe: pierwszy o charakterze przeglagdowym
i dwa kolejne prezentujgce wyniki do§wiadezen przeprowadzonych przez Doktorantke.

Prezentowana praca przegladowa (P1) stanowi bardzo dobry wstep do zaplanowanych
przez Doktorantk¢ eksperymentéw. Praca ta prezentuje skrupulatng analize literatury na temat
roli biologicznej prolidazy oraz mozliwosci wykorzystania szlakéw zwigzanych z prolidaza
w terapii réznych chorob. Prolidaza hydrolizuje wiazania imidodipeptydow zawierajgcych
C-koncowg proling lub hydroksyproling, a jej substratem fizjologicznym sg peptydy
pochodzgce gtownie z produktéw degradacji biatek zawierajacych proling, w tym kolagenu.
Funkcja enzymatyczna prolidazy umozliwia wige dostarczanie proliny lub hydroksyproliny,
kt6re pelnig istotng role w sygnalizacji wewnatrzkomérkowej oraz procesach energetycznych,
promujgc syntez¢ DNA i proliferacj¢. Ponadto prolidaza posiada wiasciwosci biologiczne
niczalezne od jej aktywnosci enzymatycznej i odgrywa wazna role regulacyjng w funkcji
innych czgsteczek biologicznych. Jest migdzy innymi ligandem receptoréw EGFR i HER2
regulujgcych szlaki sygnalowe zalezne od tych receptorow, takie jak PI3K/Akt/mTOR,
ERK1/2 i JAK/STAT3. Prolidaza jest takze regulatorem biatka p53, ktére jest kluczowym
biatkiem supresorowym w komoérkach nowotworowych. Wykazano bowiem, ze prolidaza
reguluje zarébwno transkrypcyjne jaki nietranskrypcyjne funkcje p53. W zwigzku

z powyzszymi doniesieniami, badania nad rola i funkcjami prolidazy mogg by¢ istotne



w opracowaniu nowych podejs¢ terapeutycznych w wielu chorobach, m.in. niedoborze
prolidazy, niektéorych nowotworach, zaburzeniach metabolicznych oraz infekcjach
wirusowych. Prolidaza pelni tez funkcj¢ regulacyjna w procesach regeneracji tkanek w stanie
zapalnym lub przy ich uszkodzeniu, co moze by¢ wykorzystane, np. w medycynie
regeneracyjnej.

Dwie oryginalne publikacje (P2 oraz P3) wlaczone do cyklu przedstawiajg wyniki
badan Doktorantki nad aktywnos$cia prolidazy w modelach dos§wiadczalnego gojenia si¢ ran
w stanie zapalnym indukowanym przez interleuking 18 (IL-13) i mechanicznego uszkodzenia
w keratynocytach linit HaCaT. Proces gojenia si¢ ran zaczyna si¢ od hemostazy, nastepnie
zapalenia, po ktorym nast¢puje proliferacja 1 przebudowa tkaneck. W mikrosrodowisku
uszkodzonej tkanki, w proces ten zaangazowanych jest wicle czynnikow biologicznych
1 wiele typow komorek. Sa to m.in. keratynocyty, ktore proliferuja pod wptywem czynnikéw
wzrostu 1 migrujg do obszaru ,zranionego”. W proliferacji komorek, ich migracji oraz
biosyntezie kolagenu znaczaca rol¢ odgrywa prolidaza, co wykazano w wielu modelach
eksperymentalnych. Regulacja tych procesow zachodzi m.in. na poziomie szlaku
sygnalowego indukowanego przez receptor Bl-integrynowy, a takze insulinopodobny czynnik
wzrostu 1 (IGF-1), najsilniejszy stymulator biosyntezy kolagenu. PiSmiennictwo obejmuje
takze prace potwierdzajace, ze prolidaza jest ligandem receptora EGFR, ktéry odpowiada za
aktywacjg pro-przezyciowych Sciezek sygnatlowych.

Celem badan eksperymentalnych przeprowadzonych przez Doktorantke bylo
wyjasnienie molekularnego mechanizmu dziatania prolidazy w procesach regeneracyjnych
w hodowli keratynocytow w oparciu o eksperymentalny model zapalenia oraz mechanicznego
uszkodzenia komorek. Efekty biologiczne wpltywu prolidazy na komoérki skory ocenione
zostaly w odniesieniu do potencjalnego wykorzystania w procesie gojenia ran oraz
w chorobie spowodowanej niedoborem prolidazy i opracowania ewentualnej terapii tych
schorzen. Oceniono wptyw prolidazy na proliferacjg komorek, cykl komérkowy, biosyntezg
kolagenu oraz biatka szlakow sygnatlowych, w ktorych uczestniczy prolidaza.
W prowadzonych eksperymentach zastosowano techniki RT-qPCR, Western immunoblot
oraz techniki immunocytochemiczne z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Aby ocenic
wplyw zewnatrzkomorkowej prolidazy na metabolizm aminokwasow w keratynocytach
dokonano rowniez analizy chromatograficznej i metabolomicznej. W celu realizacji projektu
wykorzystana zostata rekombinowana prolidaza oraz jej zmutowane formy otrzymane przy

uzyciu metod biotechnologicznych.
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W przeprowadzonych badaniach Doktorantka stwierdzila, ze prolidaza w obecnosci
IL-1B znaczaco zwigksza proliferacj¢ keratynocytow poprzez sygnalizacje EGFR. Dzieki
zastosowaniu inhibitora EGFR, gefitynibu, udowodniono, ze prolidaza wiaze si¢ z EGFR na
powierzchni keratynocytow oraz, ze aktywacja EGFR przez prolidaze jest kluczowa w ich
migracji. Analizujgc ekspresj¢ wybranych biatek Doktorantka potwierdzita zalezny od
prolidazy wzrost ekspresji receptorow integryny Bl i IGF-1R, a jednoczeénie spadek ekspresji
czynnika jadrowego NF-kf, ktory jest inhibitorem ekspresji podjednostek al i a2 kolagenu
typu I. Zatem otrzymane wyniki wskazuja na znaczacg rolg prolidazy w proliferacji komorek,
ich migracji i biosyntezie kolagenu. W omowieniu wynikéw Doktorantka jednoznacznie
stwicrdzila, Ze jest to pierwsze doniesienic na temat zaleznosci miedzy prolidaza i IL-1B
w proliferacji keratynocytow, procesie, ktory moze mie¢ istotne znaczenie w gojeniu sie ran.
Patrzac w przysztosc, moze to pomoéc chorym, u ktérych wystepuje niedobor prolidazy i
zwigzane z tym problemy dermatologiczne. Zaprezentowane wyniki wnosza wigc nowe
informacje do nauki i stanowia cenny wklad w rozwoj badan przedklinicznych zmierzajacych
do opracowania nowych terapii dla pacjentéw z niedoborami prolidazy, co potwierdza
celowos¢ podjetych przez Doktorantke badan.

Nadestana do oceny praca doktorska liczy 118 stron. Zawiera autoreferat
przygotowany w jezyku angielskim (streszczenie rowniez w jezyku polskim) oraz 3 artykuly
naukowe opublikowane w jezyku angielskim. Artykuty pochodza z uznanych czasopism
o wysokim wspotczynniku wptywu wynoszacym sumarycznie 17,092 i sumie punktéw MEIN
rownej 420. Catkowity dorobek naukowy Doktorantki obejmuje natomiast 27 artykulow
naukowych o tacznej wartosci wspotczynnika TF 73,484 i 1867 punktéw MEIN, a takze 22
doniesienia na konferencjach naukowych.

Tekst autoreferatu zostal podzielony w sposob typowy dla prac naukowych na rozdzialy,
a nastgpnie na podrozdziaty, co porzadkuje przedstawiane tresci i utatwia ich lekture. Na
wstepie Autorka opisuje najwazniejsze funkcje prolidazy, w tym jej udzial w regulacji
roznych szlakow sygnatowych, a szczegolnie tych zwigzanych z EGFR oraz ich implikacje
kliniczne. Nast¢pnic omawia glowny cel pracy oraz 4 cele szczegotowe. Caty wstgp jest
napisany czytelnie i przejrzyscie, w sposob ukierunkowany na gtowny temat pracy. Catosé
jest spojna i zrozumiata, cel pracy sformutowany jasno i czytelnie, a przedstawione etapy jego
realizacji sg logicznic zaplanowane. W kolejnej czg$ci Doktorantka omawia uzyte materiaty
oraz zastosowane metody, w tym uzyte przeciwciata, procedury otrzymania rekombinowane;j
prolidazy, prowadzenia hodowli keratynocytow linii HaCaT, oceny zywotno$ci i proliferacji

keratynocytow, uzyte techniki immunocytochemiczne, mikroskopowe i statystyczne.
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W  kolejnych czg$ciach: wyniki, dyskusja oraz wnioski Autorka omawia wyniki
przeprowadzonych eksperymentow, rozszerzajgc zakres informacji przedstawionych
w poprzednich rozdziatach autoreferatu. Opis jest poprawny, czytelny i przemyslany. Wnioski
bezpoérednio wynikajg z wynikéw uzyskanych podczas przeprowadzonych doswiadcezen, sg
czytelnie sformulowane i wnoszg element nowoséci zaréwno do nauki, jak i do praktyki.
Nastepna czg$¢ pracy zawiera wydruki 3 prac bedacych podstawa pracy doktorskiej (P1-P3)
oraz streszczenia w jezyku angielskim oraz jgzyku polskim, ktére zawieraja najwazniejsze
informacje dotyczace przeprowadzonych badan. Bibliografia zawiera 106 pozycji artykutow
naukowych utozonych w kolejnosci ich cytowania w autoreferacie, z czego potowa ukazata
si¢ w ciagu ostatnich 10 lat.
Udziat Doktorantki w powstaniu prezentowanych prac jest wiodacy, we wszystkich trzech
pracach jest pierwszym autorem, a jej procentowy udzial wynosi od 65% do 85%. Pierwsze 2
artykuly powstaly przy wsparciu jednego promotora, a trzeci przy wsparciu obydwu
promotorow. Kolejno zamieszczono stosowne oswiadczenia Autorki 1 Wspotautorow
zamieszczonych prac wchodzacych w skiad dysertacji, spetniajace kryteria wiaczenia
publikacji wieloautorskich do cyklu przedstawionego jako rozprawa doktorska.
Podsumowujgc pragne podkresli¢, ze oceniana dysertacja wywiera bardzo pozytywne
wrazenie. Doktorantka wykazata si¢ niezbgdnymi kompetencjami do przeprowadzenia
opisanych badan, tj. umiejetnosciag planowania i przeprowadzania doswiadczen, postugiwania
sie nowoczesnymi 1 zaawansowanymi metodami biochemicznymi oraz prezentowania
wynikow swoich badan w formie publikacji naukowych. Przedstawiona do recenzji praca
doktorska jest oparta o publikacje w czasopismach o wysokim czynniku wptywu i wnosi
istotne elementy nowosci w dziedzinie nauk medycznych 1 nauk o zdrowiu. Stwierdzam, zZe
prezentowana praca speinia warunki okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 r., poz. 478), a zatem moze by¢
podstawg do nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne. W zwiazku z powyzszym przedstawiam
Senatow1 Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku wniosek o dopuszczenie mgr Magdaleny

Niziot do dalszych etapéw postgpowania majacego na celu nadanie stopnia naukowego

doktora.
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