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Rozdział 1.   Finansowanie 

 

Badania będące przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej zostały 

sfinansowane ze środków Narodowego Centrum Nauki przyznanych w ramach grantu 

OPUS, numer projektu: 2017/25/B/NZ7/02650 pt. ,,Prolidaza jako czynnik pobudzający 

gojenie ran w eksperymentalnych modelach komórek skóry”.  
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Rozdział 2.   Wykaz publikacji będących podstawą rozprawy doktorskiej  

 

1. Praca oryginalna: Baszanowska, W.; Misiura, M.; Oscilowska, I.; Palka, J.; 

Miltyk, W. Extracellular Prolidase (PEPD) Induces Anabolic Processes through 

EGFR, β1-integrin, and IGF-1R Signaling Pathways in an Experimental Model             

of Wounded Fibroblasts. International Journal of Molecular Sciences. 2021, 22, 

942. https://doi.org/10.3390/ijms22020942. IF: 6.208, MEiN: 140 punktów. 

 

2. Praca oryginalna: Baszanowska, W.; Niziol, M.; Oscilowska, I.;                           

Czyrko-Horczak, J.; Miltyk, W.; Palka, J. Recombinant Human Prolidase 

(rhPEPD) Induces Wound Healing in Experimental Model of Inflammation 

through Activation of EGFR Signalling in Fibroblasts. Molecules 2023, 28, 851. 

https://doi.org/10.3390/molecules28020851. IF: 4.927, MEiN: 140 punktów. 

Łączna wartość Impact Factor dla cyklu publikacji: 11.135 

Łączna liczba punktów MEiN dla cyklu publikacji: 280 
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Rozdział 3.   Wprowadzenie  

 

Problem trudno gojących się ran, zwłaszcza ran przewlekłych jest stałym wyzwaniem 

dla współczesnej medycyny i systemu opieki zdrowotnej. Szacuje się, że problem ran 

przewlekłych dotyczy ok. 3% populacji powyżej 60 roku życia, zatem wiąże się 

z postępującym procesem starzenia społeczeństwa [1]. Do występowania ran przewlekłych 

predysponują takie choroby jak cukrzyca, miażdżyca czy otyłość [2,3]. Najczęstszą postacią 

są owrzodzenia żylne, zespół stopy cukrzycowej oraz odleżyny. Obecność drobnoustrojów 

w ranie potęguje problem i zwykle prowadzi do rozwoju zakażenia, zakłócając proces 

gojenia. Czynnikiem leżącym u podłoża trudno gojących się ran jest między innymi 

mikroangiopatia, czyli powikłania mikronaczyniowe  w następstwie np. uszkodzenia 

śródbłonka naczyniowego, stresu oksydacyjnego, hipoksji i innych [2-4]. Szczególnie 

dotkliwy problem trudno gojących się ran dotyczy osób z niedoborem prolidazy, 

cytoplazmatycznego enzymu, który w ostatniej dekadzie przykuł uwagę wielu badaczy. 

Enzymowi temu poświęcę większą część wstępu do niniejszej rozprawy doktorskiej, 

bowiem badania ostatnich lat przyniosły wiele odkryć sugerujących udział prolidazy                     

w procesie gojenia ran.  

Gojenie ran to wielofazowy proces mający na celu przywrócenie integralności 

tkanki. Proces naprawczy w uszkodzonej tkance składa się z czterech wzajemnie 

powiązanych etapów: homeostazy, stanu zapalnego, proliferacji i przebudowy [4-6]. Faza 

homeostazy charakteryzuje się wytworzeniem skrzepu oraz aktywacją trombocytów 

(płytek krwi). Trombocyty stymulują produkcję neutrofili i makrofagów uczestniczących 

w degradacji składników macierzy pozakomórkowej (ECM), w której zakotwiczone są 

czynniki wzrostowe. Efektem ich działania jest uwolnienie czynników wzrostowych, 

które uczestniczą w procesach naprawczych. W fazie zapalnej indukują one czynniki 

transkrypcyjne, które ulegają translokacji do jądra, prowadząc do produkcji cytokin 

prozapalnych, takich jak: czynnik martwicy nowotworu (TNF-α), interleukina-1β (IL-1β), 

interleukina-8 (IL-8) i interleukina-6 (IL-6) [7]. Fibroblasty stymulowane czynnikami 

wzrostu są głównym rodzajem komórek tkanki łącznej uczestniczącym w proliferacyjnej 

fazie gojenia ran oraz produkcji kolagenu na etapie przebudowy ECM [4,8,9].    

 Jednym z niedawno poznanych czynników uczestniczących w procesach 

naprawczych jest prolidaza (PEPD). PEPD [EC.3.4.13.9] jest enzymem o podwójnym 

mechanizmie aktywności biologicznej (Rycina 1). W cytoplazmie PEPD jest niezbędna 

do proteolizy di- i tripeptydów zawierających prolinę lub hydroksyprolinę w pozycji               
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C-końcowej [10,11]. Uwolniona prolina uczestnicy w resyntezie kolagenu [12], działa 

jako cząsteczka sygnalizacyjna oraz substrat dehydrogenazy prolinowej/oksydazy 

prolinowej w mitochondrialnym cyklu prolinowym, generującym ATP lub reaktywne 

formy tlenu (RFT) [13]. Wewnątrzkomórkowa funkcja prolidazy ma ogromne znaczenie 

w skórze właściwej, tkance bogatej w kolagen. Aktywność prolidazy w skórze właściwej 

znajduje odzwierciedlenie w jej aktywności w komórkach skóry, głównie fibroblastach                 

i keratynocytach. Utarta bądź zmniejszenie katalitycznych właściwości PEPD zaburza 

metabolizm tkanek wskutek między innymi deficytu proliny niezbędnej do syntezy 

kolagenu  [14-20].  

Oprócz funkcji enzymatycznej PEPD działa pozakomórkowo jako ligand receptora 

naskórkowego czynnika wzrostu (EGFR) i receptora naskórkowego czynnika wzrostu 2 

(HER2) [21-25]. Ponadto PEPD moduluje aktywność transkrypcyjną białka p53 [26] oraz 

ekspresję receptora interferonu α/β [27]. PEPD-zależna stymulacja szlaków sygnałowych 

EGFR prowadzi do zwiększenia proliferacji i wzrostu komórek [21], co stanowi 

obiecujące odkrycie dla doskonalenia terapii regeneracyjnej chorób objawiających się 

przewlekłymi zaburzeniami metabolizmu tkanki łącznej, zwłaszcza skóry jak                           

np. owrzodzenia, stany zapalne czy odleżyny. 
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Rycina 1. Podwójny mechanizm aktywności biologicznej prolidazy. Utworzono za 

pomocą BioRender.com. 

 

3.1. Gen prolidazy 

 

 Prolidaza jest kodowana przez gen PEPD zlokalizowany na długim ramieniu 

chromosomu 19 w locus 13.11. Struktura genu składa się z 15 egzonów [28]. Odkryto 29 

mutacji punktowych w genie PEPD, które powodują brak lub obniżenie aktywności 

katalitycznej prolidazy, prowadząc do choroby genetycznej znanej jako niedobór 

prolidazy (PD) [29]. PD dziedziczony jest w sposób autosomalny recesywny. Objawy 

kliniczne PD charakteryzują się podwyższonym stężeniem imidodipeptydów 

zawierających prolinę (Pro) bądź hydroksyprolinę (Hyp) we krwi [30]. W cytoplazmie 

PEPD uwalnia z dipeptydów zawierających Pro/Hyp wolne aminokwasy, które 

zużytkowane są do biosyntezy kolagenu i innych białek lub ulegają dalszym przemianom 

[31]. Wydajność recyklingu proliny z dipeptydów do kolagenu u osób zdrowych wynosi 

około 90-95% [11]. Prolidaza jest zatem niezbędna w obrocie  i syntezie kolagenu,                     

a defekty prolidazy prowadzą do zaburzenia jego metabolizmu z powodu zmniejszonej 

puli dostępnej proliny [32]. Ze względu na istotną rolę kolagenu podczas gojenia ran, 
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większość pacjentów z PD cierpi z powodu rozległych owrzodzeń, które nie mogą się 

prawidłowo goić [15,33,34]. Do objawów związanych z PD zalicza się również 

nawracające infekcje [32,35,36]. Innym objawem PD jest niedobór odporności, 

spowodowany upośledzeniem składowej dopełniacza C1q, który w swojej strukturze 

zawiera wiele powtórzeń Gly-Pro [37] oraz upośledzenie umysłowe [38].   

 Prolidaza może występować w trzech izoformach (Rycina 2). Izoforma 1 jest 

produktem najdłuższego transkryptu, podczas gdy izoforma 2 prolidazy jest skrócona                  

o segment wewnętrzny od 184 do 224 nukleotydu. Z powodu alternatywnego splicingu, 

izoforma 3 jest pozbawiona fragmentu nukleotydowego od 68 do 131 nukleotydu [39].  

 

 

Rycina 2. Schematyczna ilustracja organizacji genu prolidazy. Utworzono za pomocą 

BioRender.com. 

 

 Dotychczas wykazano, że ludzkie białko prolidazy występuje w dwóch izoformach; 

I i II [40]. Najpowszechniej występująca forma I prolidazy ma wyższe powinowactwo do 

dipeptydów gly-pro i ala-pro. Dla porównania prolidaza II ma wyższe powinowactwo do 

met-pro i bardzo niskie do gly-pro [40-42]. W ludzkim osoczu dominuje Prolidaza I [43]. 

Funkcja prolidazy II jest niejasna. Dotychczasowe badania wskazują, że pacjenci                        



11 
 

z niedoborem prolidazy mają niedobór prolidazy I, ponieważ zaburzona jest degradacja 

dipeptydów gly-pro, podczas gdy inne dipeptydy zawierające C-końcową proline są 

degradowane [40]. 

 

3.2. Budowa i właściwości prolidazy 

 

Prolidaza znana jako dipeptydaza X-Pro, dipeptydaza prolinowa, 

imidodipeptydaza i peptydaza D należy do rodziny metalopeptydaz zależnych od 

kationów dwuwartościowych, które umożliwiają jej aktywność katalityczną [44,45]. 

Strukturalnie ludzka prolidaza (izoforma I) jest homodimerem składającym się z dwóch 

podjednostek zawierających po 493 aminokwasy (AA) każda [45]. Masa cząsteczkowa 

jednej podjednostki wynosi 58 kDa [40]. Obie podjednostki składają się z domeny                

N- i C-końcowej. Domena na końcu karboksylowym (185–493 AA) ma taką samą 

strukturę jak peptydazy z rodziny „chleb pita” (np. aminopeptydaza P, aminopeptydaza 

metioninowa i kreatynaza) [46]. W obszarze tym występuje centrum aktywne, które 

wymaga jonów Mn2+ do pełnej aktywności enzymatycznej PEPD.  Substrat (Gly-Pro) 

wiąże się z centrum aktywnym w domenie C-końcowej, podczas gdy domena N-końcowa 

(1–185 AA) pozostaje luźno związana z substratem. Kationy dwuwartościowe, np. Zn2+, 

Mg2+, Ca2+, Co2+ mogą być również obecne jako kofaktory enzymu warunkujące 

aktywność katalityczną PEPD [46,47]. 

Ekspresja prolidazy wykazuje zróżnicowanie tkankowe. Najwyższy poziom 

ekspresji mRNA prolidazy obserwuje się w nerkach, jelicie cienkim i dwunastnicy [48], 

wysoką aktywność PEPD odnotowano także w erytrocytach, fibroblastach [49] oraz 

osoczu bogatopłytkowym [50].  

 U eukariota prolidaza ulega modyfikacjom potranslacyjnym: glikozylacji                         

i fosforylacji [51].  Pośrednio wykazano, że glikozylacja nie wpływa na aktywność 

katalityczną enzymu [52].  N-glikozylacja może zachodzić w miejscach N13 i N172,                   

a O-glikozylacja w pozycji T458 łańcucha aminokwasowego [49]. W zakresie 

fosforylacji PEPD pojawiło się kilka doniesień [53,54] potwierdzających,                               

że modyfikacja potranslacyjna zwiększa aktywność katalityczną PEPD. Fosforylacja 

prolidazy została zidentyfikowana jako potencjalny mechanizm regulacji jej aktywności 

enzymatycznej.  Miejsca fosforylacji obejmują Ser109, Ser134, Ser198, Ser236, Thr86, 

Tyr117 i Tyr124 [54]. 



12 
 

Prolidaza należy do grupy hydrolaz, w związku z tym reakcja enzymatyczna 

katalizowana przez PEPD wymaga obecności H2O. Prolidaza wykazuje najwyższą 

aktywność enzymatyczną wobec Gly-Pro (Rycina 3) [52,55], aczkolwiek hydrolizuje 

również inne dipeptydy zawierające C-końcową prolinę, takie jak: Ala-Pro, Met-Pro, 

Val-Pro i Leu-Pro [50,55]. Kluczowym źródłem substratu (Gly-Pro) są białka bogate                   

w sekwencje aminokwasowe zawierające glicynę, prolinę lub hydroksyprolinę,                       

np. kolagen [55], białka dietetyczne [56] oraz wiele biocząsteczek, takich jak substancja 

P, plazminogen, oksytocyna, wazopresyna i angiotensyna [23].  

 
Rycina 3. Przykład reakcji katalizowanej przez prolidazę. Hydroliza dipeptydów 

zawierających C-końcową prolinę/hydroksyprolinę (np. glicylo-prolinę) do wolnych 

aminokwasów. Utworzono za pomocą BioRender.com. 

 

3.3. Enzymatyczna funkcja prolidazy 

  

PEPD  odgrywa kluczową rolę w metabolizmie kolagenu poprzez udział w jego 

degradacji i resyntezie (Rycina 4) [12]. Obrót kolagenu (degradacja i resynteza) 

warunkuje homeostazę w tkankach. Z tego względu prolidaza odgrywa ważną rolę                      

w procesie gojenia ran, zapaleniu, angiogenezie, proliferacji komórek czy 

karcynogenezie. Kolagen jest białkiem strukturalnym ECM bogatym w sekwencje                  

Gly-Pro. Jego cząsteczka zawiera trzy łańcuchy polipeptydowe, w których często 

powtarza się tryplet Gly-X-Y. Miejsca X i Y są zajęte odpowiednio przez prolinę                           

i hydroksyprolinę [57]. Degradacja kolagenu jest inicjowana zewnątrzkomórkowo przez 

metaloproteinazy [58]. Następnie wewnątrzkomórkowo, w lizosomach zachodzi 

proteoliza produktów rozpadu  kolagenu przy udziale peptydaz lizosomalnych.  Nie 

rozkładają one jednak di- i tripeptydów zawierających C-końcową Pro lub Hyp, dlatego 

dalsza degradacja peptydów kolagenowych zachodzi w cytoplazmie przez PEPD. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7460564/#B50-ijms-21-05906
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Enzymatyczna aktywność PEPD jest niezbędna w końcowym etapie 

wewnątrzkomórkowej degradacji kolagenu [10-12,59], 

Aktywność prolidazy jest regulowana przez interakcje między białkami ECM    

(np. kolagenem) a receptorami adhezyjnymi (np. receptorami integrynowymi). Wzrost 

gęstości komórek w hodowli nasila interakcje pomiędzy kolagenem i receptorem                    

integrynowym β1 przyczyniając się do wzrostu aktywności prolidazy [59].   

 

 

Rycina 4. Rola prolidazy w recyklingu kolagenu. Utworzono za pomocą BioRender.com. 

 

Czynniki zaangażowane w regulację biosyntezy kolagenu mogą również 

regulować aktywność PEPD. Prawdopodobnie wzrost ilości kolagenu 

zewnątrzkomórkowego aktywuje receptory integrynowe indukujące szlaki sygnałowe, 

których efektem jest wzrost aktywności prolidazy. Powiązanie aktywności prolidazy 

z procesem biosyntezy kolagenu wykazano w wielu modelach komórkowych  

i zwierzęcych, jak np. w procesie gojenia ran, starzenia [9,12], zwłóknieniu tkanek [60] 

oraz wrodzonej łamliwości kości [61]. Mechanizmy regulujące aktywność prolidazy, 

obejmują aktywację receptora integrynowego β1 [59,62], receptora insulinopodobnego 

czynnika wzrostu 1 (IGF-1R) [63] i receptora transformującego czynnika wzrostu β 

(TGFβR) [64]. Stymulacja tych receptorów przez ich ligandy, odpowiednio kolagen typu 
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I, IGF1 i TGF-β1, wpływa na aktywność prolidazy i dalsze procesy związane                                   

z proliferacją i wzrostem komórki. Prolidaza do pełnej aktywności katalitycznej 

wymaga fosforylacji niektórych reszt aminokwasowych [54]. Wykazano, że fosforylacja 

prolidazy za pośrednictwem tlenku azotu (NO) zwiększa aktywność enzymu, podczas 

gdy hamowanie fosforylacji powoduje spadek aktywności katalitycznej PEPD [53]. 

Produkty aktywności prolidazy - prolina i hydroksyprolina stymulują biosyntezę 

kolagenu, stabilizują HIF-1α poprzez hamowanie jego degradacji i pobudzają szlaki 

sygnałowe generowane przez receptor TGFβR [65-67].  Ponadto uwolniona prolina może 

odgrywać ważną rolę w metabolizmie energetycznym komórki [13]. Zjawiska te, 

zilustrowane na Rycinie 5 opisane są w dalszej części niniejszego rozdziału. 

 

 

Rycina 5. Schemat przedstawiający funkcje prolidazy w regulacji niektórych szlaków 

metabolicznych komórki. Utworzono za pomocą BioRender.com. 

 

Pierwszym doniesieniem o mechanizmie regulacji aktywności prolidazy było 

wykazanie wpływu interakcji kolagenu z receptorem integrynowym β1 na aktywność 
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tego enzymu [59]. Receptory integrynowe są niezbędne do przekazywania (integracji) 

sygnałów między ECM, a cytoplazmą. Są to heterodimeryczne receptory transbłonowe 

złożone z podjednostki α i podjednostki β [62]. Aktualnie znanych jest 18 genetycznie 

różnych podjednostek α i 8 różnych podjednostek β. Różne kombinacje tych 

podjednostek tworzą receptory dla białek ECM np. kolagenów różnych typów, 

fibronektyny, lamininy, trombospondyny, różnych glikozoaminoglikanów i wielu innych. 

Najbardziej charakterystyczny jest receptor integrynowy β1. Warto zauważyć, 

że specyficznym ligandem receptora integrynowego β1 jest kolagen typu I. Głównym 

efektem pobudzenia receptora integrynowego β1 jest wzrost biosyntezy kolagenu [59,68]. 

Mechanizm tego zjawiska polega na pobudzeniu czynników transkrypcyjnych 

indukujących ekspresję genów kolagenu i wielu innych białek zaangażowanych 

w regulację proliferacji, różnicowania i metabolizm komórkowy. Badania Surażyńskiego 

i wsp. dowiodły, że integryna β1 pobudza szlak Ras-Raf-MEK-ERK, zwiększając 

aktywność katalityczną PEPD. Co więcej inhibitory integryny β1 hamują szlak                      

Ras-Raf-MEK-ERK z równoczesnym obniżeniem aktywności PEPD, co wskazuje na 

ważną funkcję tego receptora w regulacji aktywności PEPD [69]. 

Innym przykładem czynnika, który stymuluje biosyntezę kolagenu i reguluje 

aktywność prolidazy, jest insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF1). IGF1 jako ligand 

receptora IGF1R, stymuluje biosyntezę kolagenu, prowadząc do wzrostu aktywności 

prolidazy w fibroblastach skóry ludzkiej [63,70]. Na aktywność prolidazy wpływa 

również indukcja stresu oksydacyjnego, który oddziałowuję na sygnalizację receptora 

IGF1 [71]. 

TGF-β1 jest cytokiną, która odgrywa kluczową rolę w gojeniu ran, proliferacji                 

i różnicowaniu komórek. Powiązano ją z rozwojem zwłóknienia tkanek ze względu na jej 

zdolność do stymulowania biosyntezy kolagenu [64]. TGF-β1 może powodować 

zwłóknienie poprzez indukowanie produkcji inhibitora proteaz, co zapobiega 

enzymatycznemu rozkładowi białek ECM, szczególnie kolagenu [66]. Wykazano,                  

że inhibitory prolidazy obniżają ekspresję TGF-β1 i jego receptora w fibroblastach 

[67]. Powoduje to upośledzenie białek szlaków sygnałowych stymulowanych przez 

receptor TGFβ, takich jak kinaza białkowa B (PKB lub AKT), 3-kinaza 

fosfatydyloinozytydu (PI3K) i kinaza mTOR (tzw. ssaczy cel rapamycyny). Istnieje 

przypuszczenie, że produkty aktywności prolidazy, a nie tylko białko PEPD, mogą 

wpływać na regulację sygnału w szlakach zależnych od TGFβR [67]. 
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Wykazano, że prolina i hydroksyprolina, produkty aktywności enzymu prolidazy, 

hamują degradację jądrowego czynnika indukowanego niedotlenieniem (HIF-1α) 

[65]. HIF-1α związany jest z gojeniem ran, ponieważ aktywuję geny związane ze stanem 

zapalnym, angiogenezą i zwłóknieniem. Jako czynnik transkrypcyjny stymuluje między 

innymi ekspresję czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF), transportera 

glukozy-1 (GLUT-1) i transformującego czynnika wzrostu - TGF-β1                                  

i TGF-β2.  Nadekspresja prolidazy powoduje wzrost poziomu HIF-1α, co prowadzi do 

podwyższenia poziomu produktów zależnych od HIF-1α [72]. Podobnie na poziomie 

transkrypcyjnym prolina bądź hydroksyprolina modulują jądrowy czynnik transkrypcyjny 

NF-kappa β  (NF-κB) [73]. NF-κB pełni znaczącą rolę w procesach odpornościowych                  

i zapalnych. Zdolność NF-κB do hamowania apoptozy, indukcji proliferacji oraz nasilania 

procesu angiogenezy sugeruje, że NF-κB może być istotnym czynnikiem w procesie 

onkogenezy i progresji nowotworu. Wysokiej aktywności PEPD towarzyszy niska 

ekspresja NF-κB, prawdopodobnie z powodu zwiększonego poziomu Pro lub Hyp [73].  

Ponadto prolina odgrywa istotną rolę w metabolizmie energetycznym komórki                 

i równowadze redoks [13]. W cyklu prolinowym, prolina ulega konwersji enzymatycznej 

do kwasu pirolino-5-karboksylowego (P5C) pod wpływem enzymu mitochondrialnego               

– dehydrogenazy/oksydazy prolinowej (PRODH/POX) [74]. Podczas tego procesu 

elektrony są transportowane do łańcucha oddechowego w błonie mitochondrium gdzie 

dochodzi do wytworzenia cząsteczki ATP lub w przypadku kiedy elektrony są 

bezpośrednio wychwytywane przez tlen dochodzi do powstania reaktywnych form tlenu 

(RFT) [75]. Generowana cząsteczka ATP uzupełnia niedobory energetyczne komórki 

(zwłaszcza w sytuacji głodu energetycznego) sprzyjając jednocześnie jej przeżyciu.  

Powstające w komórce RFT sprzyjają natomiast indukcji apoptozy bądź pro-przeżyciowej 

autofagii [76-77]. 

P5C powstający z proliny przy udziale PRODH/POX jest krótkotrwałym 

metabolitem bowiem ulega szybko redukcji przez reduktazę P5C (PYCR) do proliny. 

Konwersja proliny w P5C i P5C w prolinę zwana jest cyklem prolinowym. P5C może 

zatem służyć jako prekursor i produkt konwersji proliny. P5C może także pochodzić                   

z glutaminianu lub ornityny przy udziale syntazy P5C (P5CS) [77,78] lub 

aminotransferazy ornitynowej (OAT) [79], łącząc metabolizm proliny z cyklem Krebsa                 

i cyklem mocznikowym [13]. Sugeruje to kluczową rolę proliny w regulacji metabolizmu 

cukrów, lipidów i białek. 
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3.4. Nieenzymatyczna funkcja prolidazy  

 

Yang i in. [21] zapoczątkowali nową erę badań nad prolidazą. Autorzy wykazali, 

że PEPD jest ligandem receptorów naskórkowego czynnika wzrostu (ErbB1/EGFR                       

i ErbB2/HER2), która do tej funkcji nie wymaga aktywności katalitycznej. Ponadto 

reguluje aktywność białka p53 [26] i dojrzewanie IFNAR1 [27]. Te odkrycia rzuciły 

nowe światło na funkcje PEPD i wskazały na nowy obszar badań nad rolą PEPD                          

w procesie gojenia ran. Poniższe akapity w tym rozdziale opisują nowo odkryte funkcje 

PEPD jako regulatora wielu procesów metabolicznych komórki (Rycina 6). 

 

 

Rycina 6. Schemat przedstawiający nieenzymatyczną funkcję prolidazy w regulacji 

niektórych szlaków metabolicznych komórki. Utworzono za pomocą BioRender.com. 
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3.4.1. Prolidaza jako ligand ErbB1/EGFR 

 

Pierwsze badanie prezentujące nową funkcję prolidazy opublikowali Yang et al. 

[21] w 2013r. Badacze dowiedli, że prolidaza zlokalizowana pozakomórkowo może 

bezpośrednio wiązać się z EGFR [21]. PEPD-zależna aktywacja szlaków sygnałowych 

EGFR nie wymaga jej aktywności enzymatycznej, co sugeruje nową rolę PEPD                           

w metabolizmie komórkowym. Strukturalnie EGFR jest receptorem transbłonowym 

składającym się z: domeny wewnątrzkomórkowej na końcu karboksylowym, wykazującej 

aktywność kinazy białkowej oraz domeny zewnątrzkomórkowej, która wiąże się                       

z ligandem [80].  

PEPD jako nowy ligand EGFR odbiega strukturalnie od dotychczas poznanych 

ligandów EGFR, np. naskórkowego czynnika wzrostu (EGF),  wiążącego heparynę 

czynnika wzrostu podobnego do EGF (HB-EGF), transformującego czynnika wzrostu 

(TGF), amfireguliny, epireguliny czy neureguliny [81]. Nadal nie wiadomo, która 

domena lub region PEPD wiąże się z zewnątrzkomórkową domeną EGFR. Wiązanie 

prolidazy z zewnątrzkomórkową domeną EGFR skutkuje indukcją szlaków                               

pro-wzrostowych i pro-proliferacyjnych. W rezultacie domena wewnątrzkomórkowa                         

o aktywności kinazy białkowej przekazuje sygnał do dalszych białek tego szlaku,                 

m.in.  kinazy 3-fosfoinozytydowej (PI3K)/ kinazy białkowej B (Akt)/ oraz kinazy mTOR 

(tzw. ssaczy cel rapamycyny). Sygnał pozakomórkowy reguluje także szlaki z udziałem 

kinazy (ERK) 1/2, kinazy Janusa (JAK)/ oraz konwertora sygnału i aktywatora 

transkrypcji 3 (STAT3) [82] (Rycina 6). W przypadku nadekspresji EGFR prolidaza 

wycisza szlaki Akt, ERK1/2 i STAT3, po czym następuje internalizacja i degradacja 

receptora [24,83]. Porównując powinowactwo EGF i PEPD do zewnątrzkomórkowej 

domeny EGFR, EGF jest silniejszym ligandem niż prolidaza  około 350 razy. Wiadomo, 

że zewnątrzkomórkowy fragment EGFR zawiera cztery domeny. Prolidaza wiąże się                   

z domeną 2 w przeciwieństwie do EGF, który wiąże się z domenami 1 i 3 

EGFR. Prolidaza jest związana z EGFR tylko na powierzchni komórki jako homodimer, 

ostatecznie tworząc tetramer (dimer EGFR + dimer PEPD) [24]. EGF, jako silniejszy 

ligand EGFR, wypiera PEPD z wiązania z EGFR. Obrazy konfokalne wykazały, że PEPD 

i EGFR kolokalizują błonę komórkową, co potwierdza hipotezę, że PEPD wiąże się                    

z EGFR w postaci relacji ligand-receptor. PEPD może aktywować EGFR poprzez 

fosforylację tyrozyny w pozycjach 1068 i 1173, a następnie indukuje białka Akt, STAT3       

i ERK1/2) [24]. EGF aktywuje sygnalizację zależną od EGFR szybciej niż PEPD. 
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Zastosowanie inhibitora EGFR powoduje całkowitą blokadę fosforylacji białek szlaków 

EGFR-zależnych indukowanych przez PEPD. PEPD pobudza ścieżki sygnałowe zależne 

od EGFR prowadząc do zwiększonej syntezy DNA w sposób zależny od dawki 

[24,84]. Odkrycia te wydają się obiecujące dla doskonalenia terapii regeneracyjnej, 

mającej na celu promowanie proliferacji i wzrostu komórek. 

Ponieważ wewnątrzkomórkowy PEPD nie może aktywować EGFR jako ligand,  

istotne jest znalezienie odpowiedzi na pytanie o źródło prolidazy zewnątrzkomórkowej 

stymulującej EGFR. Ważnym źródłem prolidazy są uszkodzone  komórki po urazie. 

Badania in vitro wykazały, że wystarczy 2,7 nM PEPD do aktywacji EGFR [21], podczas 

gdy w eksperymentach in vivo stężenie PEPD osiągnęło 3 nM w krwiobiegu po 

chemicznym uszkodzeniu komórek wątroby. To odkrycie pociąga za sobą nowe pytanie: 

czy prolidaza ulega pozakomórkowej degradacji zapobiegając stymulacji EGFR? 

Niedawne badanie przeprowadzone przez Yang i in. [85] dowiodło, że proteazy serynowe 

obecne w osoczu, inaktywują PEPD poprzez białka kaskady krzepnięcia krwi. Wykazali, 

że obecna w krwiobiegu prolidaza jest szybko wiązana z bogatą w prolinę domeną 

czynnika XII. Kaskada krzepnięcia krwi wyzwala także aktywację czynnika VII. 

Aktywowany czynnik VII inaktywuje krążącą w krwiobiegu prolidazę. Ten mechanizm 

inaktywacji PEPD pozostaje niewyjaśniony. Kolejne pytanie dotyczące eksportu 

prolidazy z komórki pozostaje bez odpowiedzi, a mianowicie, w jaki sposób 

cytoplazmatyczna prolidaza może być wydzielana do przestrzeni pozakomórkowej. 

 

3.4.2. Prolidaza jako ligand ErbB2/HER2 

 

Po odkryciu zależnej od PEPD aktywacji EGFR autorzy dokonali odkrycia,                      

że PEPD działa jako ligand HER2 [22], innego receptora z rodziny EGFR. 

Homodimeryczny PEPD wiąże się z HER2 w 3 domenie zewnątrzkomórkowej. Jeśli 

HER2 jest formą monomeru, PEPD aktywuje HER2 poprzez dimeryzację i fosforylacje, 

ale dzieje się to powoli. Z kolei, jeśli HER2 jest dimerem, aktywacja receptora przez 

PEPD następuję szybciej. Wykazano, że PEPD nie wiąże się z domeną transbłonową 

HER2 ani regionem wewnątrzkomórkowym. HER2, podobnie jak EGFR, jest 

aktywowany niezależnie od funkcji enzymatycznej prolidazy. Ponadto 

wewnątrzkomórkowa prolidaza nie wpływa na dalsze szlaki HER2. PEPD wycisza 

sygnały HER2-zależne przy nadekspresji HER2, co jest kolejnym podobieństwem do 

receptora EGF. Nadekspresja szlaków zależnych od HER2 jest zniesiona przez 
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przerwanie kompleksu HER2-Src. W rezultacie inwazyjny fenotyp komórek 

nowotworowych z nadekspresją HER2 po związaniu z PEPD jest znacząco hamowany 

[65]. Efekty PEPD związane z nadekspresyjną sygnalizacją zależną od HER2 obejmują 

hamowanie fenotypu pro-proliferacyjnego poprzez defosforylację receptora                                      

i defosforylację dalszych kinaz, takich jak Src, Akt, ERK1/2 i STAT3. Funkcja hamująca 

PEPD jako ligand HER2 obejmuję również aktywację białkowych markerów apoptozy, 

takich jak: Bax i kaspaza-3, -8 i -9 [23]. To odkrycie wskazuje na nową strategię 

terapeutyczną w leczeniu raków HER-dodatnich. Korzystny efekt przeciwnowotworowy 

PEPD związany jest ze zwiększoną wrażliwością komórek nowotworowych na leczenie 

farmakologiczne. co daje podstawę do opracowania nowych opcji terapeutycznych dla tej 

grupy nowotworów.  

 

3.4.3. Prolidaza jako regulator aktywności p53 

 

      W ostatnich latach odkryto nową funkcję prolidazy w regulacji białka p53 [26]. 

Białko p53 jako strażnik genomu, pełni ważną rolę w kontrolowaniu funkcji 

komórkowych związanych z cyklem komórkowym, naprawą DNA, apoptozą                                 

i metabolizmem komórkowym. Chroni komórki przed niekontrolowanym podziałem 

komórkowym, który może prowadzić do proliferacji zmutowanych komórek i sprzyjać 

progresji nowotworu [57]. Istnieje kilka mechanizmów regulujących działanie p53, 

między innymi poprzez jego modyfikacje potranslacyjne [86]. Wśród tych 

mechanizmów prolidaza wykazuje funkcję regulacyjną na p53 poprzez ograniczanie 

transportu subkomórkowego p53 i hamowanie fosforylacji p53 [26]. 

Zaobserwowano, że aktywacja p53 jest związana z wyciszeniem PEPD. Prolidaza 

zapobiega translokacji p53 do mitochondriów, gdzie inicjowana jest apoptoza. PEPD 

może również hamować aktywność transkrypcyjną p53 poprzez hamowanie fosforylacji 

białka w jego domenie transaktywacyjnej. W warunkach wyciszenia PEPD promowana 

jest fosforylacja p53 w pozycjach Ser6 i Ser15. Powyższe odkrycia dowodzą, że prolidaza 

reguluje zarówno zależne, jak i niezależne od transkrypcji funkcje p53 [26].  

 Yang i in. [26] dowiedli, że PEPD reguluje aktywność p53 poprzez bezpośrednie 

wiązanie z tym białkiem. Wykazali, że domena katalityczna PEPD jest powiązana                       

z bogatą w prolinę domeną p53. Aktywność enzymatyczna prolidazy nie jest wymagana 

do regulacji funkcji p53. Stwierdzono, że około 6% cząsteczek prolidazy wiąże się                

z p53, podczas gdy ponad połowa cząsteczek p53 wiąże się z PEPD, co wskazuje,                  
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że prolidaza chroni p53 przed niekontrolowaną aktywacją. Pod wpływem stresu 

komórkowego kompleks PEPD-p53 dysocjuje, uwalniając i aktywując p53. Przykładem 

warunków stresowych na poziomie komórkowym jest stres oksydacyjny wywoływany 

przez reaktywne formy tlenu. Przywrócenie równowagi redoks zapobiega dysocjacji                    

PEPD-p53, a także późniejszemu hamowaniu wzrostu komórek i indukcji apoptozy. 

Ponadto kompleks PEPD-p53 zaobserwowano w jądrze i cytozolu. Zaburzona 

równowaga redoks prowadzi do dysocjacji kompleksu i pobudzenia aktywności p53 

[26,87]. Ponieważ p53 determinuje los komórek, odkrycie to może przyczynić się do 

dalszych badań nad patomechanizmem wielu chorób, którym towarzyszy stres 

oksydacyjny. 

 

3.4.4. Prolidaza jako regulator receptora interferonu α/β 

 

Lubick i in. [27] przedstawili nową fizjologiczną funkcję PEPD jako regulatora 

receptora interferonu α/β (IFNAR1). Szlaki sygnałowe zależne od interferonu α/β są 

zaangażowane w odpowiedź immunologiczną przeciwko wirusom np. wirusowi 

kleszczowego zapalenia mózgu. Wyniki badań wskazały, że ekspresja IFNAR1 jest 

zmniejszona podczas infekcji wywołanej flawiwirusem. Wspólną cechą flawiwirusów 

jest wykorzystywanie niestrukturalnego białka 5 (NS5) jako antagonisty IFNAR1 

[88,89], co prowadzi do tłumienia odpowiedzi immunologicznej. PEPD bierze udział                 

w dojrzewaniu receptora interferonu α/β uczestnicząc w potranslacyjnej glikolizacji  

tego białka. Z badań wynika, że działanie prolidzay jest blokowane przez wiązanie                             

N-końcowej domeny PEPD z NS5, co prowadzi do zmniejszonej ekspresji receptora 

interferonu α/β [27]. Podobnie jak w przypadku innych nieenzymatycznych 

właściwości prolidazy, PEPD reguluje funkcję IFNAR1 niezależnie od jej aktywności 

katalitycznej [27]. Niewłaściwe dojrzewanie IFNAR1 u pacjentów z niedoborem 

prolidazy może przyczynić się do problemów immunologicznych. Podsumowując, 

prolidaza – jako enzym cytoplazmatyczny – jest blokowana przez białko wirusowe,   

co prowadzi do zahamowania odpowiedzi immunologicznej zależnej od IFNAR1. 
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Rozdział 4.   Cel pracy z uzasadnieniem podjętej tematyki badawczej 

 

Biorąc pod uwagę fakt, że pozakomórkowa prolidaza jest ligandem EGFR                              

i aktywuje EGFR-zależne szlaki sygnalizacyjne, postanowiłam sprawdzić czy PEPD                

w eksperymentalnych warunkach mechanicznego uszkodzenia komórek bądź zapalenia 

indukowanego IL-1β prowadzi do pobudzenia proliferacji, migracji i biosyntezy kolagenu 

w fibroblastach skóry ludzkiej ułatwiając proces gojenia ran. Na rycinie 7 przedstawiłam 

hipotezę mechanizmu tego procesu z udziałem aktywacji przez PEPD szlaków 

sygnałowych generowanych przez EGFR, integrynę β1 i IGF-1R. 

 

 

Rycina 7.  Ilustracja hipotezy udziału PEPD w procesie gojenia ran przy udziale szlaków 

sygnałowych zależnych od EGFR, integryny β1 i IGF-1R w eksperymentalnych 

warunkach mechanicznego uszkodzenia i zapalenia indukowanego IL-1β w fibroblastach 

skóry ludzkiej. Utworzono za pomocą BioRender.com. 
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Celem moich badań była ocena: 

1. Wpływu prolidazy z nerek świni na żywotność, proliferację, migrację komórek, 

ekspresję wybranych białek szlaków sygnałowych zależnych od EGFR,                        

integryny β1 i IGF-1R oraz biosyntezę kolagenu w eksperymentalnym modelu 

uszkodzonych mechanicznie fibroblastów skóry ludzkiej.  

 

2. Wpływu rekombinowanej prolidazy ludzkiej na żywotność, proliferacje, migracje 

komórek, ekspresje wybranych białek szlaków sygnałowych zależnych od EGFR  

i integryny β1 oraz biosyntezę kolagenu w eksperymentalnym modelu zapalnym 

indukowanym IL-1β w fibroblastach skóry ludzkiej.  
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Rozdział 5.   Materiały i metody badawcze 

 

 Badania przeprowadzono na lini komórkowej fibroblastów skóry ludzkiej 

(CRL-2072, ATCC, Manassas, VA, USA) w dwóch eksperymentalnych modelach 

badawczych (Rycina 8): 

1. Eksperymentalnym modelu uszkodzonych mechanicznie fibroblastów in 

vitro. 

 Fibroblasty w fazie inhibicji kontaktowej uszkodzono mechanicznie przy użyciu 

sterylnej końcówki pipety o objętości 200 µl, przemyto trzykrotnie roztworem 

buforowym soli fizjologicznej  (PBS) i inkubowano z prolidazą z nerki świni (Sigma 

Aldrich, Saint Louis, MO, USA) w stężeniach 1-100 nM w pożywce hodowlanej DMEM 

pozbawionej płodowej surowicy bydlęcej (FBS).  

 

2. Eksperymentalnym modelu zapalnym indukowanym interleukiną 1β. 

 Fibroblasty w fazie inhibicji kontaktowej inkubowano z ludzką rekombinowaną 

IL-1β (10 ng/ml; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) i ludzką rekombinowaną 

prolidazą (rhPEPD) w stężeniach 1-100 nM w pożywce hodowlanej DMEM pozbawionej 

FBS. 
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Rycina 8. Schemat przedstawiający eksperymentalne modele i metody badawcze 

wykorzystane podczas pracy. Utworzono za pomocą BioRender.com. 

 

Metody badawcze: 

1. Pomiar przeżywalności komórek- metodą MTT i NRU 

2. Pomiar proliferacji komórek- za pomocą CyQuant Proliferation Assay  

3. Test gojenia ran in vitro- mechaniczne uszkodzenie fibroblastów  

4. Pomiar biosyntezy kolagenu- metodą radiometryczną 

5. Analiza ekspresji białek-  za pomocą Western blot i immunocytochemii 

sprzężonej z mikroskopią konfokalną 

6. Analiza aktywności metaloproteinaz- metodą zymografii 

  

 Wszystkie metody, prowadzenie hodowli komórkowych, a także analizę 

statystyczną opisano w artykułach badawczych zawartych w dysertacji.  
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Rozdział 6.   Wyniki 

 

 W niniejszym rozdziale przedstawiłam najważniejsze wyniki opublikowane                 

w dwóch pracach oryginalnych załączonych do dysertacji. 

 

Publikacja 1. ,,Extracellular Prolidase (PEPD) Induces Anabolic Processes through 

EGFR, β1-integrin, and IGF-1R Signaling Pathways in an Experimental Model                      

of Wounded Fibroblasts”. 

 

6.1.   Ocena wpływu prolidazy (PEPD) zwierzęcej na procesy regeneracyjne      

w eksperymentalnym modelu uszkodzonych mechanicznie fibroblastów skóry 

ludzkiej. 

 

Wpływ PEPD na żywotność fibroblastów 

 Wpływ PEPD na żywotność komórek oceniano testem MTT (Rycina 9A, B)                  

i pomiarem integralności błon komórkowych (Rycina 9C, D). Traktowanie fibroblastów 

PEPD (1, 10, 50, 100 nM) nie wpłynęło na żywotność komórek ani integralność błon 

komórkowych w obu modelach komórkowych, kontrolnym i „uszkodzenia 

mechanicznego”, odpowiednio po 24 i 48 godzinach inkubacji. 
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Rycina 9. Żywotność komórek i integralność błon komórkowych w fibroblastach 

kontrolnych oraz fibroblastach uszkodzonych mechanicznie (scratched cells), 

inkubowanych z PEPD (1, 10, 50, 100 nM) przez 24 godziny (A, C) i 48 godzin (B, D). 

Przedstawiono wartości średnie ± SD z trzech doświadczeń przeprowadzonych                            

w  powtórzeniach. Za istotne statystyczne przyjęto wartości przy P< 0,05.  

 

Wpływ PEPD na biosyntezę DNA i migrację fibroblastów  

 Wpływ PEPD na biosyntezę DNA (odzwierciedlającą proliferację fibroblastów) 

w komórkach  uszkodzonych mechanicznie (scratched cells) zmierzono za pomocą testu 

fluorescencyjnego. Komórki inkubowano z PEPD w stężeniach (10, 50, 100 nM) przez 

24 i 48 godzin. Jak pokazano na Rycinie 10A, PEPD pobudza biosyntezę DNA zarówno 

komórek kontrolnych, jak i „uszkodzonych mechanicznie”. Proces ten jest zależny od 

czasu inkubacji ponieważ po 48 godzinach  (Rycina 10B) efekt działania PEPD był 

nasilony. 

 

 

Rycina 10. Biosynteza DNA (A,B) i migracja fibroblastów (C,D) zależna od PEPD                  

w modelu gojenia rany in vitro. (A, B) Komórki kontrolne jak również mechanicznie 

uszkodzone (scratched cells) traktowano PEPD (10, 50, 100 nM) przez 24 i 48 godzin. 

Proliferację komórek oceniano za pomocą testu CyQuant Proliferation. (C, D) Migrację 

fibroblastów stymulowanych PEPD w porównaniu z kontrolą obliczono przy użyciu 
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oprogramowania ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). Komórki uszkodzone mechanicznie, 

traktowane PEPD monitorowano za pomocą mikroskopu (40-krotne powiększenie) po 0, 

24 i 48 godzinach. Przedstawiono wartości średnie ± SD z trzech doświadczeń 

przeprowadzonych w powtórzeniach. Za istotne statystyczne przyjęto wartości przy a, b 

P<0,05, a wskazuje istotność vs. kontrola (0 nM PEPD) dla 24 godzinnej inkubacji,                    

b vs. kontrola (0 nM PEPD) dla 48 godzinnej inkubacji.  

 

 Podobnie, wpływ zewnątrzkomórkowej PEPD na migrację fibroblastów 

zbadano w teście gojenia rany (wound closure). Wyniki przedstawione na Rycinie 10C 

pokazują, że PEPD indukuje gojenie rany w sposób zależny od dawki PEPD i czasu 

inkubacji. Kwantyfikacja komórek zranionego obszaru wykazała, że fibroblasty 

traktowane PEPD migrowały szybciej do zranionego obszaru niż komórki kontrolne, 

zwłaszcza po 48 godzinach inkubacji. Wyniki te zostały potwierdzone przez wizualizację 

mikroskopową, jak pokazano na Rycinie 10D. W komórkach traktowanych PEPD przez 

48 godzin doszło do niemal całkowitego zamknięcia rany, podczas gdy mechanicznie 

uszkodzony obszar komórek kontrolnych (bez traktowania PEPD) pozostawał bez zmian. 

Otrzymane wyniki wykazały, że gojenie ran indukowane przez PEPD jest zależne od 

dawki i czasu traktowania fibroblastów PEPD. 

 

Wpływ PEPD na indukuję szlaków sygnałowych zależnych od EGFR 

 PEPD jest ligandem receptora naskórkowego czynnika wzrostowego (EGFR). 

Aby sprawdzić, czy pozakomórkowa PEPD może regulować funkcje zależne od EGFR, 

oceniano ekspresję niektórych białek sygnałowych EGFR-zależnych w fibroblastach 

traktowanych PEPD. Jak przedstawiono na Rycinie 11A, w komórkach traktowanych 

PEPD (50 i 100 nM) ekspresja fosforylowanych i całkowitych form EGFR, PI3K (p85) 

oraz białka mTOR była zwiększona w sposób zależny od dawki. Ekspresję fosfo-EGFR               

i fosfo-mTOR w modelu mechanicznie uszkodzonych komórek stymulowanych PEPD 

wykazano przy użyciu metody immunofluorescencyjnej (Rycina 11D). 
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Rycina 11. PEPD-zależna indukcja ścieżki sygnalizacyjnej zależnej od receptora 

naskórkowego czynnika wzrostu (EGFR). (A) Western blot dla EGFR-zależnych białek 

szlaku sygnałowego komórek kontrolnych i „mechanicznie uszkodzonych” traktowanych 

PEPD (50, 100 nM) przez 24 godziny lub (B) fibroblastów traktowanych PEPD (50 nM) 

z inhibitorem EGFR (komórki wstępnie traktowane gefitynibem przez 2 godziny, 45 µM) 

przez 24 godziny. Przedstawiono reprezentatywne obrazy Western blotów (wartości 

analizy densytometrycznej prążków białkowych pokazano jako stosunek do kontroli; 

szczegółowa analiza w Suplemencie S1). GAPDH użyto jako białko referencyjne                        

i kontrolę ilościową białka nanoszonego na  żel do elektroforezy. (C) Ilustracja szlaku 

sygnałowego EGFR zależnego od PEPD. Utworzono za pomocą BioRender.com. (D) 

Przedstawiono reprezentatywne wyniki barwienia immunofluorescencyjnego p-EGFR                

i p-mTOR w fibroblastach stymulowanych PEPD (50 nM) przez 24 godziny; 

powiększenie 200×. 
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 Dowodem wpływu PEPD na aktywację sygnalizacji EGFR jest wykazanie,              

że inhibitor funkcji EGFR znosi efekty indukowane przez PEPD. Komórki traktowano 

wstępnie (2 godziny) znanym inhibitorem EGFR, gefitynibem (stężenie końcowe:                  

45 µM). Zastosowano go w celu przeciwdziałania zależnej od PEPD stymulacji 

sygnalizacji EGFR. Gefitynib obniżył ekspresję całkowitego białka EGFR i zahamował 

fosforylację EGFR indukowaną przez PEPD (Rycina 11B). Rycina 11C ilustruje udział 

PEPD w aktywacji szlaku sygnałowego EGFR w fibroblastach. 

 

Wpływ PEPD na ekspresję receptora integrynowego β1, IGF-1R oraz białek 

sygnałowych zależnych od tych receptorów  

 Jak wynika z Ryciny 12A, PEPD pobudza ekspresję receptora                                     

integrynowego β1 i IGF-1R, a także białek zależnych od tych receptorów: p-FAK                    

i Grb2 zarówno w komórkach kontrolnych jak i poddanych mechanicznemu uszkodzeniu. 

Wiadomo bowiem, że obydwa receptory uczestniczą w aktywacji szlaku sygnałowego 

Ras/Raf/ERK.  Stwierdzono jednak, że stymulujący wpływ PEPD na ekspresję tych 

białek jest silniejszy w komórkach mechanicznie uszkodzonych niż kontrolnych. 

Jakkolwiek mechanizm pobudzającego działania PEPD na ekspresję omawianych 

receptorów i białek przekaźnikowych nie jest znany, zachodzi przypuszczenie, że   PEPD 

za pośrednictwem EGFR wzmacnia sygnał  Ras/Raf/ERK poprzez aktywację białka 

Grb2. 

 Dowodem pobudzającego działania PEPD na szlak Ras/Raf/ERK jest silna 

stymulacja przez PEPD ekspresji p-ERK1/2, zarówno w komórkach kontrolnych jak                       

i mechanicznie uszkodzonych. Interesującą obserwacją jest także pobudzające działanie 

PEPD na ekspresję NF-κβ (inhibitora ekspresji genu kolagenu typu I). Korelacja ekspresji 

p-ERK1/2 oraz NF-κβ w obydwu modelach komórkowych wskazuje, że PEPD silniej 

pobudza ekspresję ERK1/2 w mechanicznie uszkodzonych komórkach niż w kontrolnych 

podczas gdy ekspresja NF-κβ była silniej stymulowana w komórkach kontrolnych niż w 

mechanicznie uszkodzonych odpowiednikach (Rycina 12B). 
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Rycina 12. Ekspresja receptora integrynowego β1, IGF-1R i głównych białek 

sygnałowych tych receptorów, indukowana przez PEPD w fibroblastach kontrolnych                 

i mechanicznie uszkodzonych. (A) Ekspresja receptora integrynowego β1,  IGF-1R oraz 

białek FAK, Grb2 oraz (B) ekspresja NF-κβ i ERK1/2 w fibroblastach traktowanych 

PEPD (50 i 100 nM) przez 24 godziny. Przedstawiono reprezentatywne obrazy Western 

blotów. Wartości analizy densytometrycznej prążków białkowych pokazano jako 

stosunek do kontroli; szczegółowa analiza w Suplemencie S1). GAPDH użyto jako białko 

referencyjne i kontrolę ilościową białka nanoszonego na  żel do elektroforezy.   

 

 

 



32 
 

Wpływ PEPD na biosyntezę kolagenu w mechanicznie uszkodzonych 

fibroblastach 

 Wpływ PEPD na biosyntezę kolagenu i całkowitą biosyntezę białka zmierzono 

za pomocą testu radiometrycznego w komórkach kontrolnych i mechanicznie 

uszkodzonych. Komórki traktowano PEPD w stężeniach 10, 50 i 100 nM przez 24 

godziny i 48 godzin. Jak pokazano na Rycinie 13A i C, PEPD stymuluje biosyntezę 

kolagenu zarówno w komórkach kontrolnych, jak i mechanicznie uszkodzonych                        

w sposób zależny od zastosowanych dawek i czasu inkubacji. Stwierdzono podobny 

wpływ PEPD na całkowitą syntezę białek. Rycina 13B i D pokazuje zależny od dawki                 

i czasu inkubacji stymulujący wpływ PEPD na całkowitą biosyntezę  białka w obu 

modelach komórkowych. Stwierdzono jednak, że stymulujący wpływ PEPD na 

biosyntezę białek i biosyntezę kolagenu jest silniejszy w komórkach mechanicznie 

uszkodzonych niż komórkach kontrolnych. Inhibitor EGFR (Gefitynib) zniósł zależną od 

PEPD stymulację biosyntezy kolagenu (Rycina 13A, C) i całkowitą biosyntezy białek 

(Rycina 13B, D) w badanych modelach komórkowych. Wyniki tych badań sugerują, że 

dominująca część białek syntetyzowanych w wyniku działania PEPD jest reprezentowana 

przez kolagen. 

 

 

Rycina 13. Biosynteza kolagenu (A,C) i całkowita biosynteza białek (B,D)                              

w komórkach mechanicznie uszkodzonych i kontrolnych inkubowanych przez 24 i 48 

godzin w obecności różnych stężeń PEPD (10, 50, 100 nM) w obecności i nieobecności 
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inhibitora EGFR (komórki wstępnie traktowane gefitynibem 45 µM przez 2 h). Wartości 

przedstawiono jako procent komórek kontrolnych (0 nM PEPD). Przedstawiono wartości 

średnie ± SD z trzech eksperymentów przeprowadzonych w powtórzeniach. Za istotne 

statystyczne przyjęto wartości przy a, b, c P<0,05; a wskazuje istotność vs. kontrola                    

(0 nM PEPD) dla komórek kontrolnych, b vs. kontrola (0 nM PEPD) dla komórek 

mechanicznie uszkodzonych oraz c vs. kontrola (0 nM PEPD) dla komórek mechanicznie 

uszkodzonych poddanych działaniu gefitynibu. 
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Publikacja 2. ,,Recombinant Human Prolidase (rhPEPD) Induces Wound Healing                   

in Experimental Model of Inflammation through Activation of EGFR Signalling                        

in Fibroblasts”. 

 

6.2.   Ocena wpływu rekombinowanej ludzkiej prolidazy (rhPEPD)  na 

procesy regeneracyjne w eksperymentalnym modelu zapalenia indukowanego 

IL-1β w fibroblastach skóry ludzkiej. 

 

Wpływ rhPEPD na żywotność fibroblastów  

 Wpływ rhPEPD na żywotność komórek zbadano w eksperymentalnym modelu 

zapalenia indukowanego IL-1β w fibroblastach. Traktowanie komórek prozapalną 

cytokiną IL-1β (10 ng/ml) jest powszechnie akceptowanym doświadczalnym modelem 

zapalenia [90-93]. Żywotność komórek oceniano za pomocą testu MTT. Stwierdzono,                  

że rhPEPD w badanych stężeniach (1,10,50 i 100 nM) nie wpływa na żywotność 

komórek po 24 i 48 godzin inkubacji (Rycina 14A, B). Jednak w obecności IL-1β  przy 

stężeniu 100 nM rhPEPD nastąpił istotny wzrost żywotności komórek podczas 24 godzin 

inkubacji (Rycina 14A) oraz przy stężeniach 10, 50 i 100 nM podczas 48 godzin 

inkubacji (Rycina 14B).  
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Rycina 14. Żywotność komórek poddanych działaniu różnych stężeń rhPEPD                                        

w eksperymentalnym modelu zapalenia indukowanego przez IL-1β w fibroblastach. 

Komórki traktowano różnymi stężeniami rhPEPD w nieobecności lub w obecności                

IL-1β (10 ng/ml) przez 24 godziny (A) i 48 godzin (B), a następnie przeprowadzono test 

MTT. Przedstawiono średnie wartości ± SD z trzech eksperymentów przeprowadzonych                       

w dwóch powtórzeniach.  Za istotne statystyczne przyjęto wartości przy P<0,05.                           

^ wskazuje istotność vs. kontrola (0 nM PEPD bez IL-1β), * wskazuje istotność                     

vs. kontrola (0 nM PEPD z IL-1β), # wskazuje istotność między wartościami uzyskanymi 

w komórkach inkubowanych z IL-1β i bez IL-1β. 

 

Wpływ rhPEPD na proliferacje fibroblastów 

 Wpływ rhPEPD na proliferację komórek w eksperymentalnym modelu 

zapalenia indukowanego IL-1β zmierzono spektrofluorymetrycznie. Fibroblasty 

traktowano różnymi stężeniami rhPEPD (0, 10, 50, 100 nM) w obecności lub braku                  

IL-1β (10 ng/ml) przez 24 i 48 godzin. Traktowanie fibroblastów rhPEPD w stężeniach 

50 i 100 nM znacząco pobudziło proliferację komórek po inkubacji zarówno 24 godzinnej 

(Rycina 15A), jak i 48 godzinnej (Rycina 15B) w porównaniu z komórkami 
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nietraktowanymi rhPEPD. W obecności IL-1β, pod wpływem rhPEPD nastąpiło istotne 

nasilenie proliferacji fibroblastów względem komórek kontrolnych w sposób zależny od 

stężenia i czasu inkubacji (Rycina 15A i B).  

 

 

Rycina 15. Proliferacja fibroblastów pod wpływem rhPEPD w modelu zapalenia 

indukowanego IL-1β. Komórki traktowano różnymi stężeniami rhPEPD w nieobecności 

lub w obecności IL-1β (10 ng/ml) przez 24 godziny (A) i 48 godzin (B). Proliferację 

oceniano za pomocą testu CyQuant Proliferation. Przedstawiono średnie wartości ± SD                

z trzech eksperymentów przeprowadzonych w dwóch powtórzeniach. Za istotne 

statystycznie przyjęto wartości przy P<0,05; ^ wskazuje istotność vs. kontrola                         

(0 nM PEPD bez IL-1β), * wskazuje istotność vs. kontrola (0 nM PEPD z IL-1β),                  

a # wskazuje istotność między wartościami uzyskanymi w komórkach inkubowanych               

z IL-1β i bez IL-1β. 
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Wpływ rhPEPD na szlak sygnałowy zależny od EGFR  

 Wpływ rhPEPD na szlak sygnałowy receptora naskórkowego czynnika wzrostu 

(EGFR) zbadano w eksperymentalnym modelu zapalenia w fibroblastach (komórki 

traktowane IL-1β). Aktywacja białek szlaku sygnałowego zachodzi poprzez fosforylacje 

niektórych reszt aminokwasowych [94]. Szlak sygnałowy EGFR obejmuje między 

innymi aktywacje takich białek jak: PI3K, AKT i mTOR. Stwierdzono, że rhPEPD                 

(10 i 50 nM) w obecności IL-1β (10 ng/ml) zwiększyła ekspresję wszystkich badanych 

białek sygnałowych zależnych od EGFR, zarówno form całkowitych jaki 

fosforylowanych. (Rycina 16A). 

 

 

Rycina 16. Ekspresja białek szlaku sygnałowego zależnego od EGFR                                        

w eksperymentalnym modelu zapalenia indukowanego przez IL-1β w fibroblastach 

inkubowanych z różnymi stężeniami rhPEPD. (A) Western blot dla białek szlaku 
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sygnałowego EGFR w fibroblastach traktowanych rhPEPD (10, 50 nM) w obecności lub 

braku IL-1β (10 ng/ml) przez 24 godziny. Analizę białek fosforylowanych 

przeprowadzono po 40 minutach taktowania komórek rhPEPD. (B) Western blot dla 

białek szlaku sygnałowego EGFR w fibroblastach traktowanych rhPEPD (50 nM) 

wstępnie traktowanych inhibitorem EGFR (Gefitynib, 45 µM przez 2 h) i hodowanych 

przez 24 godziny lub 40 min  (dla form fosforylowanych) w obecności lub braku IL-1β 

(10 ng/ml). GAPDH użyto jako białko referencyjne i kontrolę ilościową białka 

nanoszonego na  żel do elektroforezy. Przedstawiono reprezentatywne obrazy Western 

blotów (wartości analizy densytometrycznej prążków białkowych pokazano jako stosunek 

do kontroli; szczegółowa analiza w materiałach uzupełniających S1-S18). (C) Stosunek 

białek ufosforylowanych/całkowitych w obecności lub braku gefitynibu (45 uM). Za 

istotne statystyczne przyjęto wartości przy ^, * i # P<0,05; ^ wskazuje istotność                       

vs. kontrola (0 nM PEPD bez gefitynibu i IL-1β), * vs. kontrola (0 nM PEPD                                   

z gefitynibem i bez IL-1β) oraz # wskazuje istotność między grupami inkubowanymi                

w obecności lub braku gefitinibu. 

 

 Sygnalizacji EGFR zależna od rhPEPD została potwierdzona w eksperymencie 

pokazującym, że farmakologiczna blokada EGFR zniosła efekty zależne od rhPEPD 

(Rycina 16B). Gefitynib (45 μM, 2 h), swoisty inhibitor EGFR, zastosowano do 

zniesienia sygnałów EGFR-zależnych (Rycina 16B). Inhibitor silnie zmniejsza 

indukowaną przez rhPEPD fosforylację białek: EGFR, PI3K, AKT i mTOR, co wskazuje, 

że w obecności IL-1β rhPEPD stymuluje procesy anaboliczne za pośrednictwem szlaku 

sygnałowego EGFR. Stosunek białek ufosforylowanych/całkowitych w obecności lub 

braku gefitynibu (45 uM) (Rycina 16C) sugeruje, że rhPEPD w komórkach traktowanych 

IL-1β indukuje fosforylację badanych białek sygnałowych przez EGFR. 

 

Wpływ rhPEPD na sygnalizację receptora integrynowego β1 

 Fibroblasty traktowane rhPEPD i IL-1β wykazywały wzrost ekspresji receptora 

integrynowego β1. Towarzyszyła temu aktywacja FAK, co skutkowało wzrostem 

ekspresji p-FAK, jak również dalszych białek, takich jak Grb2, Ras/Raf/ERK1/2                          

i p-ERK1/2 (Rycina 17A). W komórkach traktowanych gefitynibem, rhPEPD                           

w obecności IL-1β nadal indukowała ekspresję integryny β1 i p-FAK, jednakże 

hamowała ekspresję Grb2, ERK1/2 i p-ERK1/2 (Rycina 17B). 
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Rycina 17. Ekspresja receptora integrynowego β1 i białek sygnałowych pod wpływem 

rhPEPD w eksperymentalnym modelu zapalenia indukowanego IL-1β w fibroblastach. 

(A) Western blot dla białek szlaku sygnałowego receptora integrynowego β1: FAK, Grb2 

i ERK1/2 w  fibroblastach inkubowanych z rhPEPD (10 i 50 nM) w obecności lub braku 

IL-1β (10 ng/ml) przez 24 godziny. Analizę białek fosforylowanych przeprowadzono po 

40 minutach taktowania komórek rhPEPD. (B) Western blot dla białek szlaku 

sygnałowego receptora integrynowego β1 w fibroblastach traktowanych rhPEPD                      

(50 nM) wstępnie traktowanych inhibitorem EGFR (gefitinib, 45 µM przez 2 h) 

hodowanych przez 24 godziny lub 40 min (dla form fosforylowanych) w obecności lub 

braku IL-1β (10 ng/ml). GAPDH użyto jako białko referencyjne i kontrolę ilościową 

białka nanoszonego na  żel do elektroforezy. Przedstawiono reprezentatywne obrazy 

Western blotów (wartości analizy densytometrycznej prążków białkowych pokazano jako 

stosunek do kontroli; szczegółowa analiza w materiałach uzupełniających                    

S19-S29) 

 

Wpływ rhPEPD na migracje fibroblastów i aktywność MMP-2 i MMP-9 

 Podczas gojenia rany in vivo fibroblasty proliferują i migrują, zamykając ranę 

[6]. W celu oceny migracji fibroblastów w obecności rhPEPD, IL-1β i gefitynibu 

zastosowano test gojenia ran in vitro. Jak pokazano na Rycinie 18A i B, migracja 

komórek wzrasta po traktowaniu IL-1β; jednak rhPEPD znacząco wzmacnia ten proces. 

Efektowi temu towarzyszy wzrost aktywności metaloproteinazy-2 (MMP-2)                                   

i metaloproteinazy-9 (MMP-9) w pożywkach hodowlanych, co zmierzono za pomocą 

zymografii. rhPEPD  w obecności IL-1β indukuje aktywność MMP-2 i MMP-9 (Rycina 
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19A, B). Stwierdzono, że fibroblasty traktowane inhibitorem EGFR, a następnie 

inkubowane z rhPEPD (50 nM) zmniejszają zdolność do migracji (Rycina 18A, B)                       

i ekspresji aktywności MMP (Rycina 19A, B). 

 

 

Rycina 18. Migracja komórek pod wpływem rhPEPD w eksperymentalnym modelu 

mechanicznego uszkodzenia i zapalenia indukowanego IL-1β w fibroblastach.                    

(A) Fibroblasty uszkodzone mechanicznie inkubowano z rhPEPD,  IL-1β lub gefitynibem 

i migracje komórek monitorowano za pomocą mikroskopu po 0 i 24 godzinach. (B) 

Efektywność zamykania uszkodzonego obszaru fibroblastów oceniano za pomocą 

oprogramowania ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) w porównaniu z kontrolą                            

(0 nM rhPEPD bez IL-1β). Przedstawiono średnie wartości ± SD wyników z trzech 

eksperymentów przeprowadzonych w dwóch powtórzeniach. Za istotne statystyczne 

przyjęto wartości przy ^, * i # P<0,05; ^ wskazuje istotność vs. kontrola  (0 nM PEPD bez 

IL-1β i gefitynibu w komórkach przy 0 godzinnej inkubacji), * vs. kontrola (0 nM PEPD 
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bez IL-1β i gefitynibu w komórkach przy 24 godzinnej inkubacji) oraz # wskazuje 

istotność między grupami inkubowanymi odpowiednio przez 0 i 24 godziny. 

 

 

Rycina 19. Aktywność MMP-2 i MMP-9 w pożywkach hodowlanych fibroblastów 

traktowanych różnymi stężeniami rhPEPD (10, 50 nM), IL-1β (10 ng/mL)                             

i gefitynibem (45 µM) przez 24 godziny (A) i odpowiednia analiza densytometryczna 

(B). Przedstawiono średnie wartości ± SD z trzech eksperymentów przeprowadzonych                    

w dwóch powtórzeniach. Za istotne statystyczne przyjęto wartości przy ^, * P<0,05;                  

^ wskazuje istotność vs. kontrola (0 nM PEPD bez IL-1β dla MMP-9), a * wskazuje 

istotność vs. kontrola (0 nM PEPD bez IL-1β dla MMP-2). 

 

Wpływ rhPEPD na biosyntezę kolagenu w fibroblastach  

 Test wbudowywania radioaktywnej proliny (5-[3H]-proliny) do kolagenu  

zastosowano do oceny wpływu rhPEPD (10 i 50 nM) na biosyntezę kolagenu                        

w obecności lub braku IL-1β. Traktowanie fibroblastów rhPEPD w stężeniach 10 i 50 

nM znacząco nasila biosyntezę kolagenu zarówno po 24 godzinach (Rycina 20A),                 

jak i 48 godzinach inkubacji (Rycina 20B). Traktowanie fibroblastów IL-1β                      

(10 ng/ml) przez 24 godziny powoduje znaczące obniżenie biosyntezy kolagenu                         

w stosunku do komórek kontrolnych, inkubowanych bez IL-1β. Efektu tego nie 
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zaobserwowano w komórkach traktowanych IL-1β przez 48 godzin. Obecność 

rhPEPD częściowo przeciwdziałała zależnemu od IL-1β hamowaniu biosyntezy 

kolagenu po 24 godzinach inkubacji i nasiliła ten proces po 48 godzinach inkubacji               

w sposób zależny od dawki (Rycina 20A, B). 

 

 

Rycina 20. Biosynteza kolagenu (mierzona przez ocenę wbudowywania 5-[3H]-proliny 

do białek degradowanych przez kolagenazę bakteryjną) w fibroblastach traktowanych 

rhPEPD w obecności lub nieobecności IL-1β. Biosyntezę kolagenu mierzono                                

w fibroblastach traktowanych rhPEPD (10, 50 nM) przez 24 (A) i 48 godzin (B). 

Przedstawiono średnie wartości ± SD z trzech eksperymentów przeprowadzonych                        

w dwóch powtórzeniach. Za istotne statystyczne przyjęto wartości przy ^, * i # P<0,05;                

^ wskazuje istotność vs  kontrola (0 nM PEPD bez IL-1β), * oznacza istotność                       

vs. kontrola (0 nM PEPD z IL-1β), a # wskazuje istotność między komórkami 

inkubowanymi w obecności lub bez obecności IL-1β w podłożu hodowlanym. 
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Wpływ rhPEPD na biosyntezę kolagenu w fibroblastach traktowanych               

IL-1β w modelu gojenia ran 

 Ocenę stopnia wbudowywania 5-[3H]-proliny do kolagenu przeprowadzono                 

w celu porównania wpływu rhPEPD i naskórkowego czynnika wzrostu (EGF) na 

biosyntezę kolagenu w eksperymentalnym modelu gojenia rany (komórek uszkodzonych 

mechanicznie) w obecności lub braku IL-1β (Rycina 21). Komórki traktowano rhPEPD 

(50 nM) i EGF (10 nM) przez 24 godziny. Ponieważ EGFR jest aktywowany głównie 

przez EGF [8,95,96], zastosowano ten czynnik wzrostowy jako kontrolę pozytywną. Jak 

pokazano na Rycinie 21, rhPEPD stymuluje biosyntezę kolagenu, jednakże wykazuje  

mniejszą aktywność w tym względzie niż EGF. Ponadto w obecności IL-1β efekt 

działania rhPEPD na biosyntezę kolagenu w komórkach uszkodzonych mechanicznie 

został wzmocniony. 

 

 

Rycina 21. Wpływ rhPEPD (50nM) i EGF (10 nM) na biosyntezę kolagenu w modelu 

gojenia ran, uszkodzonych mechanicznie fibroblastów (A) i uszkodzonych mechanicznie 

fibroblastów traktowanych IL-1β (B) przez 24 godziny. Przedstawiono średnie wartości    

± SD wyników z trzech eksperymentów przeprowadzonych w dwóch powtórzeniach. 

Istotność statystyczną obliczono względem kontroli (0 nM rhPEPD bez IL-1β). Za istotne 

statystyczne przyjęto wartości przy ^, * i # P<0,05; ^ wskazuje istotność vs. Kontrola                

(0 nM PEPD, uszkodzonych komórek), * wskazuje istotność vs. kontrola (0 nM PEPD, 

porysowane komórki + IL-1 β), a # wskazuje istotność między uszkodzonymi komórkami 

i uszkodzonymi komórkami + IL-1β. 
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Rozdział 7.   Podsumowanie i dyskusja 

 

 Upośledzone gojenie ran jest częstą dolegliwością towarzyszącą wielu 

chorobom metabolicznym, zarówno o przebiegu ostrym jak i przewlekłym [97]. Częstym 

przypadkiem zaburzonego gojenia ran jest utrzymujący się przewlekły stan zapalny 

dotkniętego urazem narządu. Z tego względu zrozumienie złożonych mechanizmów 

regulacji procesu naprawczego uszkodzonych tkanek w przebiegu zapalenia stanowi 

wyzwanie dla nauk medycznych i farmaceutycznych w poszukiwania nowych sposobów 

wspomagania fizjologicznego procesu regeneracji tkanek.  

 Uwagę moją zwróciła prolidaza (PEPD), enzym którego charakterystykę 

zamieściłam we „Wstępie” pracy. Podłożem zainteresowania prolidazą w kontekście 

poszukiwania czynników pobudzających proces gojenia ran było wykrycie 

zewnątrzkomórkowej funkcji prolidazy jako liganda EGFR [21]. Wiadomo bowiem,               

że sygnalizacja EGFR bierze udział w regulacji wzrostu, proliferacji i migracji komórek 

[98]. Postawiłam zatem hipotezę, że PEPD może stanowić czynnik stymulujący gojenie 

ran. Przeprowadziłam szereg badań in vitro mających na celu ocenę wpływu 

pozakomórkowego podania PEPD na procesy naprawcze w eksperymentalnym modelu 

mechanicznie uszkodzonych fibroblastów i modelu zapalenia indukowanego      

interleukiną-1β.   

 Wstęp zawarty w niniejszej rozprawie obejmuje aktualną wiedzę na temat 

regulacyjnej funkcji PEPD w metabolizmie komórkowym zależnym i niezależnym od jej 

właściwości katalitycznych. Wewnątrzkomórkowa aktywność katalityczna PEPD 

przyczynia się do regulacji dostępności proliny niezbędnej do syntezy kolagenu, a także 

mitochondrialnego enzymu, dehydrogenazy prolinowej/oksydazy prolinowej  

(PRODH/POX) generującego w tzw. cyklu prolinowym ATP lub RFT. Te funkcje 

prolidazy (synteza kolagenu, produkcja energii) mogą odgrywać ważną rolę w procesie 

gojenia ran. Opisano kilka mechanizmów pobudzania wewnątrzkomórkowej aktywności 

PEPD poprzez aktywację receptora integrynowego β1, receptora IGF-1 [99] i receptora 

TGF-β1 [67]. PEPD natomiast oprócz udziału w regulacji syntezy kolagenu i funkcji 

PRODH/POX- zależnych inaktywuje p53 [26,87] i wpływa na dojrzewanie receptora 

interferonu-α/β [27]. Szczególnie interesująca jest jednak zewnątrzkomórkowa funkcja 

PEPD jako liganda EGFR [21] i receptora naskórkowego czynnika wzrostu 2 (HER2) 

[22]. Odkrycie zewnątrzkomórkowej funkcji PEPD jako induktora szlaku sygnałowego 

EGFR zapoczątkowało nowy obszar badań na jej rolą w regulacji proliferacji, 
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różnicowania i różnych procesów metabolicznych komórki prawidłowej                                      

i nowotworowej. 

 Przedmiotem  moich badań była ocena wpływu zewnątrzkomórkowej PEPD 

otrzymanej z nerek świni na wzrost, proliferację i migrację fibroblastów                                             

w eksperymentalnym modelu gojenia ran. Wykazałam, że  PEPD indukuje proliferację 

fibroblastów w sposób zależny od dawki i czasu inkubacji. Oryginalnym odkryciem było 

wykazanie szczególnego nasilenia PEPD-zależnej proliferacji w komórkach 

mechanicznie uszkodzonych, w porównaniu z komórkami kontrolnymi. Zjawisku temu 

towarzyszyło pobudzenie migracji fibroblastów w eksperymentalnym modelu gojenia 

rany. Wykazałam, że mechanizm tego procesu związany jest z sygnalizacją EGFR. 

Następstwem aktywacji EGFR jest pobudzenie 3 szlaków sygnałowych: 

PI3K/Akt/mTOR, Ras/Raf/ERK i JAK/STAT [21,81,100]. Przedstawiłam,                                    

że pozakomórkowa PEPD aktywowała białka szlaku sygnałowego PI3K/Akt/mTOR. 

Dowodem pobudzającego działania PEPD na szlak sygnałowy EGFR był eksperyment             

z zastosowaniem gefitinibu, inhibitora EGFR. Wykazałam, że gefitinib zahamował 

pobudzające działanie PEPD na szlak sygnałowy EGFR poprzez obniżenie stopnia 

fosforylacji białek PI3K, Akt i mTOR, a także ich całkowitych form. Funkcjonalne 

znaczenie tego procesu przedstawiłam w teście gojenia ran pozwalającym ocenić 

szybkość migracji fibroblastów. Wyniki tego eksperymentu wskazują, że PEPD-zależne 

pobudzenie migracji fibroblastów w modelu mechanicznie uszkodzonych komórek jest 

zniesione przez gefitynib, co potwierdza obserwację, że aktywacja EGFR przez PEPD 

jest kluczowym czynnikiem pobudzającym migrację fibroblastów. Dane te są poparte 

badaniami Lee i wsp. [101] wykazujące, że blokada szlaku PI3K/Akt/mTOR hamuje 

proliferację i migrację komórek.  

 Do osiągnięcia pełnej odpowiedzi biologicznej w procesie regeneracji tkanek 

konieczna jest komunikacja (cross-talk) między czynnikami wzrostowymi i receptorami 

adhezyjnymi. W omawianym przypadku oceniłam komunikację pomiędzy EGFR                                              

a receptorem integrynowym β1. Wiadomo bowiem, że aktywność PEPD regulowana jest 

poprzez  receptor integrynowy β1 i receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1    

(IGF-1R). „Cross-talk” pomiędzy tymi receptorami ma ogromne znaczenie w gojeniu ran, 

ponieważ indukują one sygnał pobudzający biosyntezę kolagenu [56,59].  Proces ten ma 

kluczowe znaczenie w ostatnim etapie gojenia ran i powstawaniu blizn [50]. Wykazałam, 

że fibroblasty stymulowane PEPD pobudzają biosyntezę kolagenu za pośrednictwem 

szlaku sygnałowego generowanego przez pobudzone receptory integryny β1 i IGF-1R. 
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Indukują one kaskadę szlaku sygnałowego z udziałem białek FAK, Grb2 i kinaz ERK1/ 

ERK2. Wiadomo, że ta kaskada sygnalizacyjna stymuluje biosyntezę różnych składników 

ECM, zwłaszcza kolagenu [56,59]. Interesującym odkryciem jest wykazanie obniżenia 

ekspresji NF-ĸB pod wpływem PEPD w fibroblastach. Ponieważ NF-ĸB jest znanym 

inhibitorem ekspresji genów podjednostek α1 i α2 kolagenu typu I [102-104], obniżenie 

ekspresji NF-ĸB ułatwia biosyntezę kolagenu. Zjawisko to zostało potwierdzone w wielu 

innych badaniach [102-104]. Ponadto stwierdzono, że w badanym modelu 

doświadczalnym biosynteza kolagenu jest stymulowana przez sygnalizację EGFR. 

Dowodzi tego eksperyment z zastosowaniem gefitynibu.  Stymulujący wpływ EGF na 

biosyntezę kolagenu został wykazany przez innych autorów [105-107]. 

 Procesowi uszkodzenia mechanicznego tkanki towarzyszy stan zapalny.                         

W komórkach poddanych takiemu uszkodzeniu zaobserwowałam, że PEPD nasila 

proliferację i migrację fibroblastów w stosunku do komórek kontrolnych. Postawiłam 

pytanie, czy mediatory stanu zapalnego przyczyniają się do wzrostu proliferacji                        

i migracji fibroblastów. Dlatego przeprowadziłam dalsze badania w celu oceny 

biologicznych skutków działania rekombinowanej ludzkiej prolidazy (rhPEPD) na 

fibroblasty w modelu zapalenia indukowanego przez IL-1β.  

 Zaobserwowałam, że PEPD w obecności IL-1β silnie stymuluje proliferację                     

i migrację fibroblastów w sposób zależny od dawki i czasu inkubacji. Powszechnie 

wiadomo, że prawidłowy przebieg gojenia ran wymaga fazy zapalnej.  Wyniki moich  

badań mogą zatem sugerować występowanie zjawiska komunikacji pomiędzy PEPD                     

i IL-1β  w procesach naprawczych. Nie jest wykluczone, że sama PEPD indukuje stan 

zapalny bowiem zjawisko takie opisano w makrofagach i prekursorach tkanki 

tłuszczowej, przyczyniając się do aktywacji komórek i produkcji białek macierzy 

pozakomórkowej [108]. Ponadto stwierdzono, że PEPD wiąże i inaktywuje p53,                       

co sugeruje kolejny potencjalny mechanizm promowania żywotności i proliferacji 

komórek przez PEPD [109]. Badania innych zespołów dowodzą, że podczas fazy 

zapalnej w uszkodzonej skórze wzrasta ekspresja EGFR i IL-1β [110,111].  

 Ważnym odkryciem w moich badaniach było wykazanie, że PEPD aktywuje 

sygnalizację EGFR w modelu zapalnym (indukowanym przez IL-1β) poprzez aktywacje 

całkowitych i ufosforylowanych form białek PI3K/AKT/mTOR, które biorą udział                      

w migracji i proliferacji fibroblastów podczas gojenia ran. Zahamowanie zależnej od 

PEPD aktywacji EGFR przez gefitynib doprowadziło do obniżenia ekspresji obu form 
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EGFR i białek od niego zależnych, co potwierdza zależną od PEPD aktywację tego 

receptora. 

 Kolejnym odkryciem jest wykazanie, że rhPEPD i IL-1β aktywują receptor 

integrynowy β1, na co wskazuje wzrost ekspresji receptora integrynowego β1 i białek 

sygnałowych indukowanych przez ten receptor, takich jak p-FAK, Grb2 i ERK1/2. 

Interesującym spostrzeżeniem jest fakt, że gefitynib nie przeciwdziałał zależnemu od 

PEPD wzrostowi ekspresji receptora β1-integryny i p-FAK, obniżał jednak ekspresję 

Grb2 i ERK1/2. Sugeruje to, że aktywacja szlaku integrynowego β1 przez PEPD jest 

niezależna od EGFR, choć ostatnie doniesienie dostarczyło dowodów na kluczową rolę 

EGFR w regulacji funkcji receptorów integrynowych, sugerując komunikację                   

EGFR/integryna β1 [112].  

 Poprzednie badania naszego zespołu naukowego wykazały, że kaskada 

sygnałowa receptora integrynowego β1 pobudza biosyntezę kolagenu [50,56,59]. Dane te 

zostały również potwierdzone przez innych autorów [113-115]. Głównymi komórkami 

syntetyzującymi kolagen są fibroblasty. Uczestniczą one w rozwoju i utrzymaniu 

prawidłowej budowy wszystkich narządów poprzez syntezę niezbędnych składników 

macierzy pozakomórkowej (ECM), zwłaszcza glikozaminoglikanów (GAG)                           

i proteoglikanów [8]. Podczas procesu gojenia ran fibroblasty migrują do miejsc 

zapalanych, gdzie proliferują i wytwarzają składniki ECM.  

 Faza zapalna procesu gojenia ran jest niezbędnym etapem prawidłowego 

gojenia rany.  Wiadomo jednak, że stany zapalne prowadzą do utraty wielu GAG                     

i białek ECM, w tym kolagenu [116-118]. Mechanizm tego zjawiska związany jest                    

z deregulacją metabolizmu kolagenu w komórkach odpowiedzialnych za syntezę 

kolagenu, zwłaszcza w chondrocytach i fibroblastach pod wpływem czynników 

zapalnych, np. interleukin. Traktowanie komórek IL-1β jest szeroko akceptowanym 

eksperymentalnym modelem zapalenia [90-93], którego efektem jest zmniejszenie 

produkcji kolagenu [113] i proteoglikanów [114-115]. Wyniki moich badań potwierdzają, 

że IL-1β hamuje biosyntezę kolagenu. Jednak w obecność rhPEPD lub EGF nie tylko 

znosi działanie hamujące IL-1β na biosyntezę kolagenu, ale stymuluje ten proces                      

w sposób zależny od dawki i czasu inkubacji. Stymulujący wpływ EGF na biosyntezę 

kolagenu potwierdzono w wielu badaniach [105-107]. Wyniki moich badań pozwalają na 

wyciągnięcie wniosku, że w przebiegu eksperymentalnego zapalenia indukowanego przez 

IL-1β, zależna od PEPD aktywacja szlaku sygnałowego EGFR prowadzi do pobudzenia 

biosyntezy kolagenu. Interesującym odkryciem uzupełniającym mechanizm działania 
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rhPEPD w warunkach zapalenia indukowanego przez IL-1β, jest wykazanie wzrostu 

aktywności MMP-2 i MMP-9, co sugeruje zwiększoną zdolność fibroblastów do 

degradacji składników ECM, umożliwiając tym samym proces migracji komórek do 

zranionego miejsca. Potwierdzają to badania innych autorów wskazujących, że aktywacja 

MMP jest niezbędna w fazie zapalnej gojenia rany [119]. Faktycznie,                                        

w eksperymentalnym modelu gojenia ran i stanu zapalnego wykazaliśmy, że PEPD 

stymuluje migrację fibroblastów. 

 Obserwacje z przeprowadzonych badań nasuwają pytanie dlaczego                                 

w warunkach mechanicznego uszkodzenia i zapalenia indukowanego przez IL-1β 

wielokierunkowe działanie PEPD jest silniejsze niż w komórkach kontrolnych. Czy                   

IL-1β stymuluje uwalnianie PEPD z fibroblastów? Wiadomo, że fibroblasty są zarówno 

źródłem jak i celem cytokin. Szeroka gama mediatorów stanu zapalnego jest wydzielana 

przez fibroblasty [120]. Prawdopodobnie w warunkach mechanicznego uszkodzenia 

ulega przerwaniu ciągłość błony komórkowej przyczyniając się do uwolnienia                             

z fibroblastów do przestrzeni pozakomórkowej  różnych mediatorów stanu zapalnego. 

Możliwe, że komunikacja pomiędzy PEPD i mediatorami zapalenia przyczyniają się do 

indukcji proliferacji, migracji i biosyntezy kolagenu. Przeprowadzone w ramach 

niniejszej rozprawy doktorskiej badania nad wpływem PEPD na proces gojenia ran 

potwierdzają tezę, że PEPD w obecności IL-1β nasila proliferacje i migracje fibroblastów. 

Mechanizm molekularny leżący u podstaw tego zjawiska polega na pobudzeniu przez 

PEPD szlaku sygnałowego EGFR prowadząc do pobudzenia proliferacji fibroblastów                   

i   przebudowy ECM. Nie można również wykluczyć, że IL-1β stymuluje uwalnianie 

PEPD z fibroblastów, jednakże w celu potwierdzenia tej hipotezy potrzebne są dalsze 

badania. Do chwili obecnej mechanizm transportu PEPD przez błonę komórkową nie jest 

znany. Jedynym znanym zjawiskiem wzrostu zewnątrzkomórkowego stężenia PEPD jest  

przerwanie ciągłości błony komórkowej [21]. W warunkach in vivo, potencjalnym 

źródłem zewnątrzkomórkowej PEPD mogą być płytki krwi [50,121]. Są one niezbędne w 

początkowej fazie stanu zapalnego, ponieważ przenoszą różne mediatory zapalenia do 

uszkodzonego miejsca w tkance. Po aktywacji, płytki ulegają degranulacji uwalniając 

zawartość, między innymi czynniki wzrostu i enzymy, w tym PEPD. Podobną funkcję 

mogą pełnić uszkodzone inne elementy morfotyczne krwi, np. erytrocyty. 

 Wartość aplikacyjna przedstawionych wyników ma oczywiste ograniczenia               

ze względu na wykonanie tych badań in vitro, które należy potwierdzić eksperymentami 

in vivo. Chociaż modele komórkowe mają wiele ograniczeń (np. brak możliwości 
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obserwacji zjawisk systemowych), są potężnym narzędziem, które ma równie wiele zalet. 

Z pewnością modele komórkowe pozwalają na ścisłą kontrolę warunków eksperymentu 

w celu ustalenia krytycznych czynników wpływających na badane procesy w stosunkowo 

krótkim czasie. Są one szczególnie pomocne w przypadku ograniczonej dostępności 

próbek klinicznych lub modeli in vivo. Dlatego wyniki na modelach komórkowych 

pozwalają nam przewidzieć konsekwencje manipulacji farmakoterapeutycznych u ludzi                

i dostarczają uzasadnienia dla badań klinicznych nad efektami zależnymi od dawki. 

Różne schematy leczenia i kombinacje terapii zostały przetestowane przy użyciu linii 

komórkowych, które dały interesujące i potencjalnie obiecujące wyniki, wykazując,                    

że niektóre z nich mogą mieć wartość aplikacyjną. To, czy rhPEPD znajdzie 

zastosowanie kliniczne, wymaga dalszych badań in vivo. 

 Funkcjonalne znaczenie otrzymanych wyników może zapewnić nowe podejście 

do terapii zaburzeń gojenia ran i być może terapii niedoboru prolidazy (PD). PD jest 

rzadkim zaburzeniem dziedziczonym autosomalnie recesywnie, spowodowanym mutacją 

w genie PEPD. W rezultacie aktywność PEPD zmniejsza się lub całkowicie zanika                 

[121-123]. PD charakteryzuje się podwyższonym poziomem dipeptydów zawierających 

prolinę we krwi i objawia się zmianami skórnymi, takimi jak rozległe teleangiektazje, 

postępujące wrzodziejące zapalenie skóry i rumieniowe zmiany [14-20]. Poprzednie 

badania nad PD koncentrowały się na wewnątrzkomórkowej roli PEPD, ponieważ 

funkcję zewnątrzkomórkową PEPD opisano zaledwie kilka lat temu. Uzyskane przez nas 

wyniki pozwalają postawić hipotezę, że obraz kliniczny PD może być związany                         

z brakiem zewnątrzkomórkowej funkcji PEPD, ponieważ suplementacja pacjentów z PD 

aminokwasami, zwłaszcza proliną i aminokwasami ulegającymi konwersji do  proliny 

była nieskuteczna [124]. Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki badań pokazują,                 

że PEPD znacząco zwiększa zależną od EGFR proliferację i biosyntezę kolagenu                     

w eksperymentalnym modelu gojenia ran i zapalenia w fibroblastach. Wykazanie roli 

stanu zapalnego  w pobudzaniu procesu gojenia ran przez PEPD jest ważnym odkryciem 

moich badań. Prawdopodobne jest, że w PD faza zapalna nie występuje, co skutkuje 

zaburzeniem procesu gojenia rany. Taką możliwość sugeruje niedawny raport 

pokazujący, że PEPD indukuje stan zapalny w makrofagach i konwersje fibroblastów do 

miofibroblastów indukując zwłóknienie [108]. Należy zbadać, czy mechanizm ten 

występuje w przypadku PD. Sugeruje to, że zarówno wewnątrzkomórkowa, jak                               

i zewnątrzkomórkowa PEPD może być zaangażowana w mechanizm leżący u podstaw 

PD.  
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 Moje badania po raz pierwszy przedstawiają dowody, że PEPD aktywuje 

EGFR-zależny proces gojenia ran poprzez pobudzenie proliferacji i migracji komórek                                               

w eksperymentalnym modelu uszkodzonych mechanicznie fibroblastów i modelu 

zapalenia indukowanego IL-1β. Wiedza ta może być przydatna w dalszych badaniach nad 

terapią zaburzeń gojenia ran, zwłaszcza tych wobec których nie opracowano dotychczas 

skutecznych metod leczenia, jak ma to miejsce w przypadku opisanego PD. 
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Rozdział 8.   Wnioski  

 

1. Zewnątrzkomórkowa prolidaza zwierzęca (PEPD) jako ligand EGFR stymuluje 

fibroblasty do proliferacji, migracji i biosyntezy kolagenu, szczególnie                              

w warunkach mechanicznego uszkodzenia komórek. 

2. Rekombinowana ludzka prolidaza (rhPEPD) pobudza proliferację, migrację, 

biosyntezę kolagenu i aktywność MMP-2 i MMP-9 w eksperymentalnym modelu 

zapalenia indukowanego IL-1β. Mechanizm tego procesu obejmuje komunikację 

między EGFR, receptorem integrynowym β1, IGF-IR i IL-1β (Rycina 22). 

3. rhPEPD może stanowić potencjalny środek terapeutyczny przyspieszający proces 

gojenia ran. 

 

 

Rycina 22. Zewnątrzkomórkowa prolidaza w warunkach eksperymentalnego zapalenia 

indukowanego IL-1β i mechanicznego uszkodzenia fibroblastów pobudza proliferację, 

aktywację metaloproteinaz (MMP-2 i MMP-9) uczestniczących w przebudowie ECM, 

migrację i biosyntezę kolagenu przy udziale szlaków sygnałowych zależnych od EGFR, 

IGF-IR i receptora integrynowego β1. Utworzono za pomocą BioRender.com. 
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Rozdział 10.   Streszczenie w języku polskim  

 

Przedmiotem badań stanowiących treść rozprawy doktorskiej jest poznanie 

złożonych mechanizmów regulacji procesu naprawczego uszkodzonych tkanek                           

w przebiegu zapalenia oraz poszukiwanie nowych sposobów terapii wspomagającej ich 

regeneracje tkanek. 

W kontekście poszukiwania czynników pobudzających proces gojenia ran na 

uwagę zasługuję prolidaza (PEPD), wewnątrzkomórkowy enzym, który niedawno okazał 

się również ligandem EGFR. Odkrycie to sugeruje, że PEPD może uczestniczyć                          

w sygnalizacji EGFR i regulacji proliferacji i migracji komórek.  

Przeprowadziłam szereg badań in vitro mających na celu ocenę wpływu 

pozakomórkowej PEPD na procesy naprawcze w eksperymentalnym modelu 

mechanicznie uszkodzonych fibroblastów i modelu zapalenia indukowanego   

interleukiną-1β. Wykazałam, że  zwierzęca PEPD indukuje proliferację i migrację 

fibroblastów w sposób zależny od dawki i czasu inkubacji. Proces ten był szczególnie 

nasilony w komórkach mechanicznie uszkodzonych, w porównaniu z komórkami 

kontrolnymi. Mechanizm tego procesu związany jest z sygnalizacją EGFR, ponieważ 

pozakomórkowa PEPD aktywowała białka szlaku sygnałowego PI3K/Akt/mTOR. 

Dowodem potwierdzającym działania PEPD na szlak sygnałowy EGFR był eksperyment 

z zastosowaniem gefitinibu, inhibitora EGFR. Dowiodłam, że gefitinib zahamował 

pobudzające działanie PEPD na szlak sygnałowy EGFR poprzez obniżenie stopnia 

fosforylacji białek PI3K, Akt i mTOR, a także ekspresji ich form całkowitych. 

Funkcjonalne znaczenie tego procesu przedstawiłam w modelu gojenia ran pozwalającym 

ocenić szybkość migracji fibroblastów. Wyniki tego eksperymentu wskazują,                            

że PEPD-zależne pobudzenie migracji fibroblastów w modelu mechanicznie 

uszkodzonych komórek jest zniesione przez gefitynib, co potwierdza obserwację,                     

że aktywacja EGFR przez PEPD jest kluczowym czynnikiem pobudzającym migrację 

fibroblastów. Oceniłam także wzajemną komunikację pomiędzy EGFR, IGF-IR                           

i receptorem integrynowym β1. Wiadomo bowiem, że aktywność PEPD regulowana jest 

poprzez  receptor integrynowy β1 i receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-

1R). Wykazałam, że fibroblasty stymulowane PEPD pobudzają biosyntezę kolagenu za 

pośrednictwem szlaku sygnałowego generowanego przez pobudzone receptory                       

β1-integryny i IGF-1R. Indukują one kaskadę szlaku sygnałowego z udziałem białek 

FAK, Grb2 i kinaz ERK1/ ERK2 stymulując biosyntezę kolagenu.   
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Procesowi uszkodzenia mechanicznego tkanki towarzyszy stan zapalny. Dlatego 

przeprowadziłam dalsze badania w celu oceny biologicznych skutków działania 

rekombinowanej ludzkiej prolidazy (rhPEPD) na fibroblasty w modelu zapalenia 

indukowanego przez IL-1β. Zaobserwowałam, że PEPD w obecności IL-1β silnie 

stymuluje proliferację i migrację fibroblastów w sposób zależny od dawki i czasu 

inkubacji. Ważnym odkryciem moich badań było wykazanie, że PEPD aktywuje 

sygnalizację EGFR w modelu zapalnym (indukowanym przez IL-1β) poprzez aktywacje 

całkowitych i ufosforylowanych form białek PI3K/AKT/mTOR, które biorą udział                    

w migracji i proliferacji fibroblastów podczas gojenia ran. Zahamowanie zależnej od 

PEPD aktywacji EGFR przez gefitynib doprowadziło do obniżenia ekspresji obu form 

EGFR i białek od niego zależnych, co potwierdza zależną od PEPD aktywację tego 

receptora. Ponadto dowiodłam, że rhPEPD i IL-1β aktywują receptor integrynowy β1, na 

co wskazuje wzrost ekspresji receptora integrynowego β1 i białek sygnałowych 

indukowanych przez ten receptor, takich jak p-FAK, Grb2 i ERK1/2.  

Wyniki moich badań potwierdzają, że IL-1β hamuje biosyntezę kolagenu. Jednak 

w obecność rhPEPD lub EGF nie tylko znosi działanie hamujące IL-1β na biosyntezę 

kolagenu, ale stymuluje ten proces w sposób zależnie od dawki i czasu inkubacji. 

Uzyskane wyniki pozwalają na wyciągnięcie wniosku, że w przebiegu 

eksperymentalnego zapalenia indukowanego przez IL-1β, zależna od PEPD aktywacja 

szlaku sygnałowego EGFR prowadzi do pobudzenia biosyntezy kolagenu. Interesującym 

odkryciem uzupełniającym mechanizm działania rhPEPD w warunkach zapalenia 

indukowanego przez IL-1β, jest wykazanie wzrostu aktywności MMP-2  i MMP-9,                   

co sugeruje zwiększoną zdolność fibroblastów do degradacji składników ECM, 

umożliwiając tym samym proces migracji komórek do zranionego miejsca.  

Niniejsze badania po raz pierwszy przedstawiają dowody, że PEPD aktywuje 

EGFR-zależny proces gojenia ran poprzez pobudzenie proliferacji i migracji komórek                

w eksperymentalnym modelu uszkodzonych mechanicznie fibroblastów i modelu 

zapalenia indukowanego IL-1β. Funkcjonalne znaczenie otrzymanych wyników może 

zapewnić nowe podejście do terapii zaburzeń gojenia ran. 
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Streszczenie w języku angielskim 

 

The subject of the research constituting the content of the doctoral dissertation is 

to learn the complex mechanisms of regulating the repair process of damaged tissues                  

in the course of inflammation and to search for new ways of therapy supporting tissue 

regeneration. 

 Prolidase (PEPD), an intracellular enzyme that has recently also been shown               

to be a ligand of EGFR, deserves attention in the context of the search for factors that 

stimulate the wound healing process. This finding suggests that PEPD may be involved in 

EGFR signaling and regulation of cell proliferation and migration.  

I conducted a number of in vitro studies to assess the effect of extracellular PEPD 

on repair processes in an experimental model of mechanically damaged fibroblasts and               

a model of interleukin-1β-induced inflammation. I showed that animal-derived PEPD 

induces proliferation and migration of fibroblasts in a dose- and time-dependent manner. 

This process was particularly intensified in mechanically damaged cells, compared to 

control cells. The mechanism of this process is related to EGFR signaling, since 

extracellular PEPD activated proteins of the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. 

Evidence confirming the effects of PEPD on the EGFR signaling pathway was                         

an experiment with the use of gefitinib, an EGFR inhibitor. I proved that gefitinib 

inhibited the stimulatory effect of PEPD on the EGFR signaling pathway by reducing the 

degree of phosphorylation of PI3K, Akt and mTOR proteins, as well as the expression                

of their complete forms. The functional significance of this process was presented                     

in a wound healing model that allows to assess the rate of fibroblast migration. The results 

of this experiment indicate that the PEPD-mediated stimulation of fibroblast migration                 

in a model of mechanically damaged cells is abolished  by gefitinib, supporting  the 

observation that EGFR activation by PEPD is a key factor in stimulating fibroblast 

migration. I also evaluated the mutual communication between EGFR, IGF-IR and the 

β1-integrin receptor. It is known that the activity of PEPD is regulated by the β1-integrin 

receptor and the insulin-like growth factor receptor 1 (IGF-1R). I showed that                    

PEPD-stimulated fibroblasts induce collagen biosynthesis  via a signaling pathway 

generated by activated β1-integrin and IGF-1R receptors. They induce a cascade                     

of signaling pathway involving FAK, Grb2 and ERK1/ERK2 kinases, stimulating 

collagen biosynthesis. 
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The process of mechanical damage of tissues is accompanied by inflammation. 

Therefore, I conducted further studies to evaluate the biological effects of recombinant 

human prolidase (rhPEPD) on fibroblasts in a model of IL-1β-induced inflammation.                 

I observed that PEPD in the presence of IL-1β strongly stimulates the proliferation and 

migration of fibroblasts in a dose- and time-dependent manner. An important finding                      

of my research was the demonstration that PEPD activates EGFR signaling                                     

in an inflammatory model (induced by IL-1β) by activating total and phosphorylated 

forms of PI3K/AKT/mTOR proteins, which are involved in the migration and 

proliferation of fibroblasts during wound healing. Inhibition of PEPD-dependent EGFR 

activation by gefitinib led to downregulation of both forms of EGFR and its dependent 

proteins, confirming PEPD-dependent activation of this receptor. In addition, I have 

proved that rhPEPD and IL-1β activate the β1 integrin receptor signaling, as indicated             

by an increase in the expression of the β1 integrin receptor and signaling proteins induced 

by this receptor, such as p-FAK, Grb2 and ERK1/2. 

The results of my research confirm that IL-1β inhibits collagen biosynthesis. 

However, in the presence of rhPEPD or EGF, it not only abolishes the inhibitory effect                 

of IL-1β on collagen biosynthesis, but stimulates this process in a dose- and                             

time-dependent manner. The obtained results allow to conclude that in the course                                   

of experimental inflammation induced by IL-1β, PEPD-dependent activation of the EGFR 

signaling pathway leads to the stimulation of collagen biosynthesis. An interesting finding 

supplementing the mechanism of rhPEPD action in the conditions of inflammation 

induced by IL-1β is the increase in the activity of MMP-2 and MMP-9, which suggests an 

increased ability of fibroblasts to degrade ECM components, thus enabling the process               

of cell migration to the wounded site. 

This study presents for the first time evidence that PEPD activates                            

EGFR-dependent wound healing by stimulating cell proliferation and migration                                         

in an experimental model of mechanically damaged fibroblasts and inflammation induced 

by IL-1β. The functional significance of the obtained results may provide a new approach 

to the treatment of wound healing disorders. 
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