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Przedmiotem badan stanowigcych tres¢ rozprawy doktorskiej jest poznanie ztozonych mechanizméw
regulacji procesu naprawczego uszkodzonych tkanek w przebiegu zapalenia oraz poszukiwanie
nowych sposobdw terapii wspomagajgcej ich regeneracje tkanek.

W kontekscie poszukiwania czynnikdw pobudzajgcych proces gojenia ran na uwage zastuguje
prolidaza (PEPD), wewnatrzkomérkowy enzym, ktory niedawno okazat sie réwniez ligandem EGFR.
Odkrycie to sugeruje, ze PEPD moze uczestniczy¢ w sygnalizacji EGFR i regulacji proliferacji i migracji
komorek.

Przeprowadzitam szereg badan in vitro majacych na celu ocene wptywu pozakomérkowej PEPD na
procesy naprawcze w eksperymentalnym modelu mechanicznie uszkodzonych fibroblastéw i modelu
zapalenia indukowanego interleuking-1B. Wykazatam, ze zwierzeca PEPD indukuje proliferacje i
migracje fibroblastow w sposdb zalezny od dawki i czasu inkubacji. Proces ten byt szczegdlnie
nasilony w komaérkach mechanicznie uszkodzonych, w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi.
Mechanizm tego procesu zwigzany jest z sygnalizacjg EGFR, poniewaz pozakomdrkowa PEPD
aktywowata biatka szlaku sygnatowego PI3K/Akt/mTOR. Dowodem potwierdzajgcym dziatania PEPD
na szlak sygnatowy EGFR byt eksperyment z zastosowaniem gefitinibu, inhibitora EGFR. Dowiodtam,
ze gefitinib zahamowat pobudzajace dziatanie PEPD na szlak sygnatowy EGFR poprzez obnizenie
stopnia fosforylacji biatek PI3K, Akt i mTOR, a takze ekspresji ich form catkowitych. Funkcjonalne
znaczenie tego procesu przedstawitam w modelu gojenia ran pozwalajagcym ocenic¢ szybkos$¢ migracji
fibroblastow. Wyniki tego eksperymentu wskazujg, ze PEPD-zalezne pobudzenie migracji
fibroblastéow w modelu mechanicznie uszkodzonych komadrek jest zniesione przez gefitynib, co
potwierdza obserwacje, ze aktywacja EGFR przez PEPD jest kluczowym czynnikiem pobudzajgcym
migracje fibroblastow. Ocenitam takze wzajemng komunikacje pomiedzy EGFR, IGF-IR i
receptorem integrynowym 1. Wiadomo bowiem, ze aktywnos$é PEPD regulowana jest poprzez
receptor integrynowy B1 i receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1R). Wykazatam, ze
fibroblasty stymulowane PEPD pobudzajg biosynteze kolagenu za posrednictwem szlaku
sygnatowego generowanego przez pobudzone receptory Bl-integryny i IGF-1R. Indukujg one kaskade
szlaku sygnatowego z udziatem biatek FAK, Grb2 i kinaz ERK1/ ERK2 stymulujgc biosynteze kolagenu.

Procesowi uszkodzenia mechanicznego tkanki towarzyszy stan zapalny. Dlatego przeprowadzitam
dalsze badania w celu oceny biologicznych skutkéw dziatania rekombinowanej ludzkiej prolidazy
(rhPEPD) na fibroblasty w modelu zapalenia indukowanego przez IL-1B. Zaobserwowatam, ze PEPD w
obecnosci IL-1P silnie stymuluje proliferacje i migracje fibroblastéw w sposéb zalezny od dawki i
czasu inkubacji. Waznym odkryciem moich badan byto wykazanie, ze PEPD aktywuje sygnalizacje
EGFR w modelu zapalnym (indukowanym przez IL-1B) poprzez aktywacje catkowitych i
ufosforylowanych form biatek PI3K/AKT/mTOR, ktére biorg udziat w migracji i proliferacji
fibroblastow podczas gojenia ran. Zahamowanie zaleznej od PEPD aktywacji EGFR przez gefitynib
doprowadzito do obnizenia ekspresji obu form EGFR i biatek od niego zaleznych, co potwierdza
zalezng od PEPD aktywacje tego receptora. Ponadto dowiodtam, ze rhPEPD i IL-1B aktywujg receptor
integrynowy B1, na co wskazuje wzrost ekspresji receptora integrynowego B1 i biatek sygnatowych
indukowanych przez ten receptor, takich jak p-FAK, Grb2 i ERK1/2.

Wyniki moich badan potwierdzajg, ze IL-1B hamuje biosynteze kolagenu. Jednak w obecnos$¢ rhPEPD
lub EGF nie tylko znosi dziatanie hamujgce IL-1B na biosynteze kolagenu, ale stymuluje ten proces w



sposoéb zaleznie od dawki i czasu inkubacji. Uzyskane wyniki pozwalajg na wyciggniecie wniosku, ze w
przebiegu eksperymentalnego zapalenia indukowanego przez IL-1B, zalezna od PEPD aktywacja
szlaku sygnatowego EGFR prowadzi do pobudzenia biosyntezy kolagenu. Interesujgcym odkryciem
uzupetniajgcym mechanizm dziatania rhPEPD w warunkach zapalenia indukowanego przez IL-18, jest
wykazanie wzrostu aktywnosci MMP-2 i MMP-9, co sugeruje zwiekszong zdolno$¢ fibroblastéw do
degradacji sktadnikéw ECM, umozliwiajgc tym samym proces migracji komadrek do zranionego
miejsca.

Niniejsze badania po raz pierwszy przedstawiajg dowody, ze PEPD aktywuje EGFR-zalezny proces
gojenia ran poprzez pobudzenie proliferacji i migracji komérek w eksperymentalnym modelu
uszkodzonych mechanicznie fibroblastéw i modelu zapalenia indukowanego IL-1B. Funkcjonalne
znaczenie otrzymanych wynikéw moze zapewnié¢ nowe podejscie do terapii zaburzen gojenia ran.



